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Prostanoids, including prostaglandins (PGs) and thromboxanes (TXs), are originated from arachidonic acid after the sequential action of cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) and different PG and TX terminal synthases. These 
lipid mediators are involved in a wide variety of biological processes including inflammatory 
response and cardiovascular pathophysiology. It is known that prostanoids as PGE2 are 
able to modulate the immune response. However, the potential role of other prostaglandins 
such as PGF2α in T lymphocytes is not known in detail. The results presented in the first part 
of this work show that PGF2α, as well as FP agonists, after binding to the FP receptor, are 
able to induce the expression of genes in T cells, as IL-2 or COX-2. Our results show that 
PGF2α promotes Ca
2+ mobilization and activation of the Nuclear Factor of Activated T cells 
(NFAT), which plays an essential role in the regulation of the transcription of these genes. 
These studies describe the involvement of a Gαq protein coupled to the FP receptor in the 
induction of the expression of NFAT-dependent genes in T cells.
 In the second part, we show the involvement of PGF2α in the process of cardiac 
hypertrophy, analyzing its effects on gene expression in cardiac cells. Our results confirm 
the ability of this prostaglandin to induce hypertrophy in cultured cardiomyocytes and 
reveal the involvement of the FP receptor coupled to a Gαq protein in this process. As in 
T lymphocytes, PGF2α, is also able to promote Ca
2+ mobilization and activation of NFAT 
in cardiomyocytes in culture. This results in the induction of NFAT-dependent genes with 
a key role in cardiovascular disease such as COX-2; in the regulation of NFAT activation 
as RCAN-1; as well as genes considered cardiac hypertrophy markers like ANP (Atrial 
Natriuretic Peptide) or β-MHC (β-Myosin Heavy Chain).
 Together, these results provide new evidence about the actions of FP receptor 
agonists, providing new data on their effects on the regulation of gene expression through 
activation of the Ca2+ / calcineurin / NFAT signaling pathway. The ability of PGF2α and FP 
agonists to regulate NFAT-dependent gene transcription in T cells and in cardiac cells, 




Los prostanoides, entre los que se incluyen las prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (TXs), se originan a partir de ácido araquidónico tras la acción secuencial de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y diferentes PG y TX 
sintasas terminales. Estos mediadores lipídicos están involucrados en múltiples procesos 
biológicos, incluyendo la respuesta inflamatoria y la fisiopatología cardiovascular. Es 
sabido que prostanoides como la PGE2, son capaces de modular la respuesta inmune. Sin 
embargo, no se conoce en detalle el papel potencial de otras prostaglandinas tales como 
la PGF2α, en los linfocitos T. Los resultados presentados en la primera parte de este trabajo 
muestran que la PGF2α, así como agonistas FP, son capaces de inducir la expresión de 
genes como la interlequina (IL)-2 o COX-2 en las células T, tras su unión al receptor FP. 
Nuestros resultados muestran que la PGF2α promueve la movilización de Ca
2+ y la activación 
del factor nuclear de células T activadas (NFAT), que desempeña un papel esencial en la 
regulación de la transcripción de estos genes. Estos estudios describen la participación 
de una proteína Gαq acoplada al receptor FP, en la inducción de la expresión de genes 
dependientes de NFAT en células T.
En una segunda parte se muestra la participación de PGF2α en el proceso de 
hipertrofia cardíaca y el análisis de sus efectos sobre la expresión génica en las células 
cardiacas. Nuestros resultados confirman la capacidad de esta prostaglandina para inducir 
hipertrofia en cardiomiocitos cultivados y ponen de manifiesto la implicación del receptor 
FP acoplado a una proteína Gαq en este proceso. Al igual que en los linfocitos T, la PGF2α 
es capaz de promover la movilización de Ca2+ y la activación de NFAT en cardiomiocitos 
en cultivo, lo que tiene como resultado la inducción de genes dependientes de NFAT con 
un papel clave en la enfermedad cardiovascular tales como la COX-2; en la regulación 
de la activación de NFAT como RCAN-1; así como de genes considerados marcadores 
de hipertrofia cardiaca como ANP (péptido natriurético auricular) o β-MHC (β-miosina de 
cadena pesada).
En conjunto, estos resultados aportan nuevas evidencias sobre la acción de los 
agonistas del receptor FP, proporcionando nuevos datos sobre sus efectos en la regulación 
de la expresión génica a través de la activación de la vía de señalización de Ca2+ / 
calcineurina / NFAT. La capacidad de PGF2α y los agonistas del receptor FP para regular la 
transcripción de genes dependientes de NFAT en células T y en células cardiacas, ponen de 
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1. Biosíntesis de prostanoides
 Los prostanoides, los cuales incluyen a prostaglandinas (PGs) y tromboxanos 
(TXs), son un grupo de moléculas originadas por la oxigenación de ácidos grasos 
esenciales de 20 carbonos (Bos et al, 2004). Son importantes mediadores lipídicos que 
participan en numerosos procesos fisiológicos, tales como el mantenimiento de la función 
renal, la homeostasis vascular, la maduración de los cuerpos lúteos o la segregación de 
neurotransmisores, además de realizar acciones esenciales en procesos inflamatorios 
(Funk, 2001).
La biosíntesis de prostanoides comienza con la liberación del ácido araquidónico 
(AA) a partir de fosfolípidos de membrana por acción de la fosfolipasa A2 (PLA2), tras lo 
cual, el AA es convertido en PGH2 mediante las enzimas Prostaglandina H2 endoperóxido 
sintasas (PGHS), también denominadas ciclooxigenasas (COXs) (Kudo y Murakami, 2003). 
Estas enzimas tienen dos actividades enzimáticas, una actividad ciclo-oxigenasa que cicla 
el AA y forma el endoperóxido cíclico PGG2, y una actividad peroxidasa que transforma la 
PGG2 en el intermediario inestable PGH2. Sobre este sustrato actúan PG y TX sintasas 
específicas que dan lugar a los diferentes productos finales biológicamente activos como 
las prostaglandinas (PGD2, PGE2, PGF2α), prostaciclina (PGI2) y tromboxanos (TXA2) (Aid 
& Bosetti, 2011; Hirata & Narumiya, 2012; Rocca & FitzGerald, 2002) (Figura I1).
1.1. Ciclooxigenasas
Existen dos isoformas de COX, denominadas COX-1 y COX-2. Aunque ambas son 
muy similares en cuanto a estructura y mecanismo de acción, difieren en varios aspectos 
funcionales. Mientras que COX-1 se localiza a nivel del retículo endoplásmico,  COX-2 
actúa preferentemente en la envoltura nuclear (Morita et al, 1995). COX-1 se expresa 
constitutivamente en la mayoría de los tejidos, de modo que su concentración permanece 
relativamente estable, aunque se han descrito pequeños cambios en su expresión tras 
la estimulación con hormonas o factores de crecimiento (Rocca & FitzGerald, 2002). Se 
considera que COX-1 actúa principalmente regulando funciones fisiológicas tales como 
la agregación plaquetaria, la protección de la mucosa gástrica o la función renal (Bos et 
al, 2004; Rocca & FitzGerald, 2002). La expresión de COX-2, sin embargo, se induce tras 
el tratamiento con diversos mediadores inflamatorios, citoquinas, endotoxinas, factores 
de crecimiento o mitógenos en numerosos tipos celulares, por lo que se considera que 
la producción de PGs dependiente de COX-2 juega un papel importante en procesos 
inflamatorios y de proliferación celular (Rocca & FitzGerald, 2002; Smith & Langenbach, 
2001).
La regulación de la expresión de COX-2 ocurre esencialmente a nivel transcripcional, 
habiéndose descrito diferentes vías de señalización y factores de transcripción implicados 
en la regulación de la transcripción de COX-2, dependiendo del estímulo y del tipo celular. 
Factores de transcripción como NFkB (nuclear factor kappa B), CREBP (cAMP response 



















































Modificado de Hirata & Narumiya, 2012 
Figura I1: Metabolismo del ácido araquidónico. Los prostanoides PGD2, PGI2, PGE2, PGF2α y 
TXA2 se forman a partir del ácido araquidónico (AA) por acción de las enzimas ciclooxigenasas 
(COX-1, COX-2) y de distintas PG y TX sintasas específicas. Los prostanoides señalizan a 
través de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs). Se muestra el tipo de proteína Gα a la 
que se acopla cada receptor de forma predominante.
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regulatory factors) o NFAT (Nuclear factor of activated T cells) participan en la inducción de 
la transcripción de COX-2 en diferentes tipos celulares (Blanco et al, 2000; Iniguez et al, 
2000; Tanabe & Tohnai, 2002). La inducción transcripcional de COX-2 se ve inhibida por 
drogas anti-inflamatorias o inmunosupresivas como los glucocorticoides o la ciclosporina A 
(Iniguez et al, 1999; Kujubu & Herschman, 1992), así como con citoquinas anti-inflamatorias 
como IL-4, IL-10 e IL-13 (Diaz-Cazorla et al, 1999; Niiro et al, 1997).
Las ciclooxigenasas son dianas de los fármacos anti-inflamatorios no esteroideos 
(AINEs), los cuales inhiben su actividad enzimática, y por tanto la producción de 
prostanoides. De acuerdo con su selectividad en la inhibición de ambas isoformas de 
COX, estas drogas pueden dividirse en AINEs clásicos, como la aspirina o el ibuprofeno, 
que inhiben ambas isoformas a dosis normales; o AINEs selectivos para COX-2, también 
llamados “coxibs” (Celecoxib, Rofecoxib, Etoricoxib, Valdecoxib y Lumiracoxib). Estos 
últimos fueron desarrollados con la idea de obtener nuevos AINEs más seguros con una 
toxicidad gastrointestinal y renal reducidas, toxicidad derivada en principio de la inhibición 
de la COX-1, como en el caso de los AINEs clásicos. Sin embargo, aunque estas drogas 
han resultado ser potentes anti-inflamatorios con menor daño gástrico que los inhibidores 
no selectivos, todavía se asocia su uso con efectos secundarios de daño gastrointestinal 
y renal (Coruzzi et al, 2007; Rostom et al, 2007; Warner et al, 1999). Una preocupación 
adicional ha surgido por el hecho de que algunos coxibs incrementan el riesgo de padecer 
problemas cardiovasculares graves como el infarto de miocardio o el derrame cerebral 
(Caldwell et al, 2006; Fosslien, 2005; Ray et al, 2002). Esto llevó a la retirada del mercado 
de algunos de estos coxibs como el Rofecoxib y el Valdecoxib, y ha planteado serias dudas 
sobre la seguridad cardiovascular de los AINEs (Kearney et al, 2006; Martinez-Gonzalez 
& Badimon, 2007; McGettigan & Henry, 2006). Por otro lado, estas observaciones han 
estimulado el estudio sobre el conocimiento acerca de las acciones de las COXs y de los 
prostanoides en la fisiopatología cardiovascular.
1.2. Sintasas de prostanoides
Las acciones diferenciales de COX-1 o COX-2 no sólo se deben a los diferentes 
niveles de expresión de éstas según el tipo celular, sino también a la acción coordinada 
de sintasas de prostanoides que convierten el intermediario PGH2 en las distintas clases 
de PGs y TXs (Iniguez et al, 2008; Ricciotti & FitzGerald, 2011; Rocca & FitzGerald, 2002) 
(Figura I1).
Se han descrito tres tipos de PGE sintasa (PGES) que participan en la síntesis 
de PGE2: una citosólica (cPGES) y dos asociadas a membrana (mPGES-1 y mPGES-2). 
La cPGES, de expresión constitutiva, se acopla funcionalmente preferentemente con la 
COX-1, por lo que se considera involucrada en la producción fisiológica de PGE2 (Murakami 
et al, 2002). Por su parte, la mPGES-1, de expresión inducible, se acopla funcionalmente 
con COX-2, y su inducción suele darse de manera coordinada con la de esta enzima 
(Samuelsson et al, 2007). Por otro lado, la mPGES-2 puede acoplarse tanto a COX-1 como 
a COX-2, aunque se plantean dudas acerca de su relevancia en la producción de PGE2 in 
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vivo (Hara et al, 2010).
La síntesis de PGI2 y TXA2 tiene lugar tras la acción de sus respectivas sintasas: 
la PGI2 sintasa (PGIS) (Hara et al., 1994) y la TXA2 sintasa (TXAS) (Shen & Tai, 1998). La 
expresión coordinada de COX-1 y TXAS en plaquetas (Smith et al, 2000) y de la COX-2 y 
PGIS en células endoteliales y células del musculo liso vascular, determinan la producción 
de TXA2 y de PGI2 en estos tipos celulares. (McAdam et al, 1999). Dado que el TXA2 y 
la PGI2 tienen funciones biológicas opuestas, vasoconstrictor y protombótico el primero 
y vasodilatadora y antitrombótica la segunda, el balance entre estos dos mediadores es 
esencial tanto para la homeostasis vascular como para el desarrollo de enfermedades de 
etiología vascular (Dogne et al, 2005; Flavahan, 2007; Ricciotti & FitzGerald, 2011).
Se han descrito dos enzimas implicadas en la producción de PGD2 a partir de 
PGH2, denominadas PGD sintasa tipo lipocalina (L-PGDS) y PGD sintasa hematopoyética 
(H-PGDS). La L-PGDS está involucrada en la producción y regulación de PGD2 en el 
sistema nervioso central, mientras que la H-PGDS es responsable de la producción de 
PGD2 en mastocitos (Kanaoka & Urade, 2003; Urade & Hayaishi, 2000). Funcionalmente, 
ambas se han asociado a la actividad de COX-2. Por su parte, a través de una serie de 
pasos no enzimáticos, a partir de la PGD2 se pueden originar derivados prostanoides de 
la serie J con propiedades anti-inflamatorias como las ciclopentenonas PGJ2, Δ
12PGJ2 y 
15deoxi-Δ12,14PGJ2 (15d-PGJ2) (Helliwell et al, 2004).
La PGF2α puede ser sintetizada a partir de PGH2 por la acción de la PGH 
9-11-endoperóxido reductasa o PGF sintasa (PGFS), aunque también puede generarse 
a partir de PGE2 o de PGD2 por la acción de PGE cetoreductasas (Watanabe, 2002). La 
asociación con COX-1 da cuenta de la mayor parte de la producción de PGF2α en útero 
(Gross et al, 1998), aunque bajo determinadas condiciones patológicas en las que se 
induce COX-2, esta isoforma también puede ser responsable de la producción de PGF2α 
(Gross et al, 2000; Smith & Langenbach, 2001). 
De tal forma, la producción relativa de cada uno de los diferentes prostanoides en 
un tipo celular determinado, dependerá tanto de los niveles de expresión de COXs como 
de la presencia de una u otra PG o TX sintasa (Helliwell et al, 2004).
1.3. Receptores de Prostanoides
 Los prostanoides ejercen sus efectos a través de la unión a receptores en la 
superficie celular, pertenecientes a la familia de receptores de siete dominios transmembrana 
acoplados a proteínas G (GPCRs). La unión del ligando a este tipo de receptores provoca un 
cambio conformacional en el receptor que promueve su acción como factor de intercambio 
de nucleótidos de guanina (GEF; Guanine nucleotide exchange factor), lo que lleva a la 
activación de una proteína G asociada, mediante la disociación de GDP y la unión de GTP 
en la subunidad α de la proteína G. Esta subunidad junto con el GTP unido, puede entonces 
disociarse de las subunidades βγ. Tanto las subunidades βγ como las α tienen capacidad 
para activar distintos efectores que, en el caso de la subunidad α, serán diferentes según el 
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subtipo de Gα presente. La hidrólisis del GTP a GDP, un proceso regulado por las proteínas 
RGS (Regulator of G-protein signaling), causa la reasociación del heterotrímero y el cierre 
del ciclo de activación (Tuteja, 2009). Además de esta vía clásica de activación, se ha visto 
que los GPCRs también pueden señalizar sin que ocurra una disociación del complejo 
heterotrimérico de proteínas G (Klein et al, 2000) (Figura I2). La señalización a través 
de GPCRs se termina, además de por la acción de las proteínas RGS sobre la proteína 
Gα, mediante proteínas quinasa que específicamente reconocen y fosforilan los GPCRs 
(GRKs; G Protein-coupled Receptor Kinases). La fosforilación del receptor mediada por 
GRKs provoca la unión de proteínas citosólicas denominadas β-arrestinas que, además de 
impedir la interacción de los GPCRs con las proteínas G, funcionan como adaptadores que 
permiten el reclutamiento de la maquinaria de endocitosis (Ribas et al, 2007).
A pesar del tamaño y la diversidad de la familia de GPCRs, el número de 
proteínas G existentes para iniciar las distintas cascadas de señalización intracelulares 
es relativamente pequeño. La clasificación de las proteínas G se basa en los tipos de 
subunidad Gα existentes. En este sentido se han descrito 5 familias de proteínas Gα: 
Gαs, Gαi/o, Gαq/11, Gα12/13 (Tilley, 2011) y la recientemente descubierta Gv (Oka et al, 
2009). Aunque los GPCRs son capaces de activar a más de un subtipo de proteína Gα, 
normalmente muestran una preferencia por un subtipo u otro. Esta selectividad del receptor 
por una proteína Gα determinada se debe a la conformación que adopta el receptor en 
su dominio GEF cuando tiene unido el ligando, aunque dicha selectividad puede variar 
dependiendo de la disponibilidad del subtipo de proteína Gα o de la fosforilación del receptor 
(Gudermann et al, 1997).
Los receptores de prostanoides se han clasificado en cinco tipos básicos 
dependiendo de su especificidad por los cinco tipos principales de prostanoides (PGE2, 
PGI2, TXA2, PGD2 y PGF2α), denominados EP, IP, TP, DP y FP, respectivamente (Rocca & 
FitzGerald, 2002) (Figura I1). Existen cuatro subtipos de receptor para PGE2 denominados 
EP1, EP2, EP3 y EP4. Para la PGD2 se han descrito dos tipos de receptores, denominados 
DP1 y CRTH2 (o DP2) (Hirata & Narumiya, 2012; Narumiya & FitzGerald, 2001). Mediante 
estudios con ratones deficientes en los diferentes receptores, se han podido determinar 
las funciones que cada prostanoide media al actuar a través de su receptor, así como 
las rutas de señalización que son activadas. La señalización a través de los receptores 
considerados “relajantes”, EP2, EP4, IP y DP1, acoplados a una proteína Gas estimula 
la producción de AMPc (adenosín monofosfato cíclico). Por otra parte, los receptores TP, 
FP y EP1, acoplados a una proteína Gaq, inducen la movilización de calcio y forman parte 
de los receptores denominados “contráctiles”. Los receptores EP3 son clasificados como 
“inhibidores” al mediar la disminución de la producción de AMPc, estando acoplados a 
proteínas Gai (Alfranca et al, 2006; Hirata & Narumiya, 2012; Matsuoka & Narumiya, 2007). 
Por último, el receptor CRTH2 para la PGD2 se acopla con proteínas Gai capaces de 
desencadenar tanto una bajada de los niveles de AMPc como la movilización de calcio 
intracelular (Sawyer et al, 2002). Además, tanto PGD2 como su metabolito 15d-PGJ2 son 
capaces de unirse y activar los receptores nucleares PPARγ (Peroxisome Proliferator 
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Figura I2: Principales rutas de señalización tras la activación de receptores acoplados 
a proteínas G (GPCRs) de tipo Gαq. El principal efector de las proteínas Gαq es la PLC-β 
(fosfolipasa C-β), que hidroliza el fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato (PIP2) en inositol 1, 4, 5-trifosfato 
(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 media la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SR). 
El Ca2+ se une la proteína calmodulina (CaM) que es capaz de activar entonces a la fosfatasa 
calcineurina (CnA). El DAG por su parte promueve la activación de PKC, que conduce a su vez 
a la activación de la ruta de las MAPKs. Estas rutas convergen en la activación de diferentes 
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Activated Receptor) (Na & Surh, 2003). 
Los diferentes prostanoides pueden unirse a otros receptores además del específico 
con distinta afinidad. Así, mientras que los EPs y el FP unen preferentemente PGE2 y 
PGF2α respectivamente, aunque con menor afinidad, la PGE2 también puede unirse al FP, 
de la misma forma que la PGF2α puede unirse a EP1 y EP3 con cierta afinidad (Breyer et al, 
2001; Woodward et al, 2011). A su vez, los receptores de prostanoides pueden acoplarse 
a más un tipo de proteína G, de tal forma que: el receptor EP4 puede señalizar a través de 
Gαi además de por Gαs; el receptor IP puede acoplarse a Gαq, Gαi o Gαs; el receptor FP, 
además de Gαq puede acoplarse a Gα12/13 o Gαi; y el receptor TP es capaz de señalizar 
a través Gαs, Gαi, Gα12/13 y Gα15/16 (Hirata & Narumiya, 2012).
El acoplamiento preferencial de cada receptor de prostanoide a una proteína G 
específica con la consiguiente activación de una determinada ruta de transducción de 
señales, genera un nivel adicional de regulación para la actividad biológica de estas 
moléculas. Esto es especialmente importante para aquellos prostanoides que pueden 
unirse a varios receptores o a varias isoformas de esos receptores y que son, por lo tanto, 
capaces de activar distintas proteínas G y distintas rutas de señalización. La expresión 
diferencial de estos receptores en los distintos tipos celulares, o la modulación de su 
expresión en un tipo celular concreto, puede dar lugar a una amplia gama de respuestas 
biológicas a un único prostanoide (Alfranca et al, 2006).
2. La prostaglandina F2α 
La PGF2α es producida principalmente por la acción reductora de la enzima PG 
endoperóxido reductasa (PGFS) sobre el precursor PGH2, aunque también puede sintetizarse 
a partir de otras prostaglandinas como la PGE2 por acción de la PGE2 9-cetorreductasa. 
Además, la PGFS puede sintetizar PGF2α a partir de PGD2 mediante su actividad PGD2-
11-ketorreductasa (Komoto et al, 2006). Se ha identificado una enzima más que podría 
ser responsable de la producción de PGF2α en endometrio, llamada 20α-hidroxiesteroide 
deshidrogenasa (20α-HSD) (Madore et al, 2003).
La PGF2α participa en diferentes procesos fisiológicos como en la función reproductora 
femenina (ovulación, cambios cíclicos del endometrio, implantación, luteólisis, contracción 
uterina e inducción del parto) (Basu, 2010), el mantenimiento de la función renal (Gilbert et 
al, 2011) y el mantenimiento de la presión intraocular (Lee & McCluskey, 2010). Además, 
debido a su capacidad vaso- y bronco-constrictora por sus efectos en la contracción del 
músculo liso, la PGF2α también se encuentra involucrada en la patología cardiovascular 
(Basu, 2007). Esta PG también se ha asociado con el crecimiento celular hipertrófico y la 
inducción de la síntesis de interleuquinas (Bos et al, 2004).
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2.1. Señalización de PGF2α a través del receptor FP
Como se mencionó anteriormente, los receptores de prostanoides pertenecen a la 
familia de GPCRs. La PGF2α señaliza preferentemente a través de su unión al receptor FP, 
aunque también puede unirse con una afinidad significativa a los receptores EP1 y EP3. 
Se han descrito dos isoformas del receptor, FPA y FPB, que se generan por procesamiento 
alternativo del ARNm y que difieren en la región carboxilo-terminal (Alfranca et al, 2006). 
Ambas isoformas comparten características funcionales, aunque se han descrito situaciones 
en las que difieren, como por ejemplo en el proceso de translocación nuclear de β-catenina 
que provoca un incremento en la transcripción mediada por Tcf/Lef, en el que participa la 
isoforma FPB pero no la FPA (Fujino & Regan, 2001).
Ambas isoformas del receptor FP se unen preferentemente a una proteína Gαq 
(Zhang et al, 2010). El efector clásico de las proteínas Gαq es la fosfolipasa C (PLC)-β 
(Rhee, 2001; Tilley, 2011), si bien también se han descrito interacciones con otros efectores 
como la PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) (Golebiewska & Scarlata, 2008), p63RhoGEF 
(Lutz et al, 2005; Lutz et al, 2007) o PKCζ y MEK5 (Garcia-Hoz et al, 2010). A consecuencia 
de la activación de la fosfolipasa C se produce la hidrólisis de fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato 
(PIP2), dando inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), los cuales actuarán como 
segundos mensajeros promoviendo una cascada de señalización intracelular (Bunney & 
Katan, 2011). El IP3 media la liberación de Ca2+ de los depósitos intracelulares, el cual es 
capaz de unirse a la proteína calmodulina (CAM). El complejo Ca2+/CAM participa en la 
modulación de la función de varias proteínas como la CAMKII (Ca2+/calmodulina quinasa 
II) o la calcineurina (CaN), entre otras proteínas, promoviendo su activación (Fracchia et al, 
2013; Zarain-Herzberg et al, 2011) Estas proteínas participan en la activación de factores 
de transcripción como NFAT, modulando la regulación de la expresión de genes diana 
(Watanabe et al, 1994; Zhang et al, 2010). Por otro lado, el DAG producido promueve la 
activación de PKC, que conducirá a su vez a la activación de la señalización por MAPKs 
como ERK y JNK (Chen et al, 1998; Dorn & Force, 2005; Hakeda et al, 1997; Tokuda et al, 
1999) (Figura I2).
La estimulación del receptor FP también puede promover la activación de la proteína 
Rho por asociación con la proteína Gα12/13, lo que provoca cambios en el citoesqueleto 
y en la morfología celular (Pierce et al, 1999). También se ha descrito que el receptor FP 
puede acoplarse a una Gαi en hepatocitos y en tejidos renales, siendo responsable en 
estos últimos de la reabsorción de agua en los túbulos colectores (Hebert et al, 2005; 
Melien et al, 1998). 
El receptor FP se encuentra ampliamente distribuido y su estimulación por PGF2α 
tiene consecuencias funcionales importantes. Por ejemplo, además de en los tejidos renales, 
el FP se expresa en gran cantidad en tejidos como el ovario, el endometrio o el miometrio en 
los que, además de intervenir en las funciones normales del sistema reproductor femenino, 
tiene implicaciones en patologías como los adenocarcinomas endometriales en los que 
potencia la angiogénesis a través de la transactivación del receptor de EGF (Epidermal 
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Growth Factor) o la inducción del ARNm del VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
(Sales et al, 2005). Tanto el receptor como los agonistas del FP tienen gran importancia 
en tejidos oculares, donde actúan disminuyendo la presión intraocular, por lo que dichos 
agonistas son ampliamente utilizados para el tratamiento de glaucomas (Woodward et al, 
2011). Otros estudios sugieren que la PGF2α inhibe la resorción ósea por parte de los 
osteoclastos, actuando de este modo en la formación y remodelación del hueso (Kamon 
et al, 2008). Por otro lado, la activación del receptor FP también inhibe la diferenciación 
de células adiposas (Serrero & Lepak, 1997). Finalmente, la estimulación del receptor FP 
se ha asociado tanto con la proliferación de fibroblastos (Oga et al, 2009) como con el 
crecimiento hipertrófico en cardiomiocitos ventriculares de rata (Adams et al, 1996; Lai et al, 
1996) y la PGF2α parece tener consecuencias fisiopatológicas en el sistema cardiovascular, 
participando en la elevación de la presión sanguínea y promoviendo la aterosclerosis (Yu 
et al, 2009). 
2.2. Acciones de PGF2α sobre la activación de factores de transcripción
 La estimulación con PGF2α desencadena una serie de cascadas de señalización 
que incluyen la activación de PLC, la liberación de Ca2+ al citosol y la activación de PKC, 
que generalmente conlleva a la activación de la ruta de las MAP quinasas, capaces a su 
vez de fosforilar y activar factores de transcripción nucleares como Elk-1, Sap1, c-Jun y 
ATF2 entre otros. En particular, se ha descrito que la PGF2α, a través de la activación de 
la cascada Raf/MEK1/ERK, incrementa los niveles de ARN mensajero de c-fos y c-jun, 
componentes fundamentales del factor de transcripción AP-1, en células de cuerpo lúteo 
bovino (Chen et al, 2001). 
Además de AP-1, la PGF2α promueve el incremento la expresión del factor de 
transcripción Egr-1 (Early growth response protein 1) tanto en el cuerpo lúteo (Hou et al, 
2008) como en cardiomiocitos de ratas neonatas (Hara et al, 2008; Xu et al, 2008). Por 
otro lado, los efectos inhibidores de la PGF2α sobre la diferenciación de adipocitos están 
mediados por su capacidad para inducir la expresión tanto del factor de transcripción HIF-1α 
como de su efector DEC-1 bajo condiciones normales de oxígeno (Liu & Clipstone, 2008). 
La PGF2α es también capaz de inducir el crecimiento de células de músculo esquelético a 




3. Prostanoides y linfocitos T
Los prostanoides son importantes mediadores de los procesos inflamatorios, 
causando síntomas asociados como la fiebre, el dolor y el edema (Hirata & Narumiya, 2012). 
Si bien está claramente establecida la relevancia de las acciones de los prostanoides en el 
proceso inflamatorio por células del sistema inmune como los macrófagos, cada vez son 
más los estudios que muestran un papel de estos mediadores lipídicos en la modulación 
de la función y activación de otros tipos celulares del sistema inmune como los linfocitos T.
3.1. Activación de linfocitos T
 La activación de los linfocitos T se desencadena tras el reconocimiento, por parte 
del receptor de la célula T (TCR, T Cell Receptor), del antígeno presentado en el contexto 
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility Complex). El 
TCR es un complejo multiproteico compuesto por un heterodímero (αβ o γδ) responsable 
del reconocimiento antigénico, y por el complejo transductor de señales, formado por las 
cadenas CD3 (ε, γ, δ y ζ) que se asocian con el TCR como tres dímeros (εγ, εδ, ζζ). Estas 
cadenas CD3 contienen motivos ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) 
en sus regiones citoplasmáticas responsables de transducir la señal desencadenada por 
el reconocimiento del antígeno. Además, la activación completa del linfocito T requiere 
la participación de moléculas coestimuladoras como CD4, CD8, LFA1 o CD28, capaces 
de proveer a las células de una segunda señal que las rescata de procesos anérgicos o 
apoptóticos (Chambers & Allison, 1997; Guy & Vignali, 2009; Lenschow et al, 1996; Smith-
Garvin et al, 2009). 
Tras el reconocimiento del antígeno, el primer paso en la señalización intracelular 
es la activación de proteínas tirosina quinasa (PTKs) de la familia Src (Lck y Fyn) que 
fosforilan los residuos de tirosina de las secuencias ITAM presentes en las regiones 
citoplasmáticas de las cadenas CD3. Le sigue el reclutamiento de PTKs de la familia ZAP-
70/Syk, que fosforilan moléculas adaptadoras como LAT (Linker for the Activation of T cells) 
o SLP-76 (SH2 domain-containing Leukocyte Phosphoprotein of 76 kDa) cruciales para el 
reclutamiento de enzimas como la fosfolipasa C (PLC)-γ1, la fosfatidilinositol-3 quinasa 
(PI3K) o la GTPasa p21Ras (Guy & Vignali, 2009; Smith-Garvin et al, 2009; van Leeuwen 
& Samelson, 1999).
La hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) por la PLCγ1 genera 
dos segundos mensajeros: el inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG), 
responsables de la activación de las múltiples cascadas de señalización importantes para 
las funciones del linfocito T (Szamel & Resch, 1995). El IP3 soluble es responsable del 
incremento en la concentración de Ca2+ intracelular que activa, entre otras enzimas, a la 
fosfatasa Calcineurina, determinante en la activación del factor de transcripción NFAT (Oh-
hora & Rao, 2008; Rao et al, 1997). El DAG unido a la membrana puede activar proteínas 
como RasGRP1 (Ras guanyl nucleotide-releasing protein 1) o la proteína quinasa C 
(PKC)-θ, lo que resulta en la activación de las rutas Ras-MEK1/2-ERK1/2-AP1 e IKK-NFκB, 
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respectivamente, que terminan con la activación de los factores de transcripción AP-1 y 
NFκB (Berridge, 1997; Gorentla et al, 2011; Monks et al, 1997; Werlen et al, 1998). 
3.2. Factores de transcripción en la activación de linfocitos T
 Como consecuencia de la compleja cascada de eventos que tienen lugar durante 
el proceso de activación del linfocito T, se produce la inducción transcripcional de un 
gran número de genes implicados en los procesos asociados a la activación celular y la 
respuesta inmune, entre los que se encuentran los genes de citoquinas como IL-2, IL-3, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, Interferón (IFN)-γ, del factor de necrosis tumoral (TNF)-α, y del factor 
de estimulación de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) (Altman et al, 1990; 
Ullman et al, 1990). La inducción transcripcional de estos genes tiene lugar esencialmente 
tras la activación de varios factores de transcripción entre los que destacan NF-κB, AP-1 y 
NFAT (Manicassamy et al, 2006).
3.2.1. El factor de transcripción NFκB 
El factor de transcripción NF-κB es crítico para la activación y la supervivencia de los 
linfocitos T. NF-κB es el nombre genérico que se usa para describir a un conjunto de factores 
de transcripción diméricos que se caracterizan por poseer una región muy conservada en 
el extremo amino terminal de la proteína denominada Dominio de Homología Rel (RHD). 
Esta región es responsable de la dimerización, de la translocación al núcleo, de la unión al 
ADN y de la interacción con las proteínas inhibidoras IκB (Ghosh et al, 1998). En células 
en reposo, el dímero NF-κB se encuentra secuestrado en el citoplasma por estar unido a la 
proteína inhibidora IκB. En respuesta a diferentes estímulos de activación T, la quinasa IKK 
(IκB Kinase) fosforila a IκB, lo que genera una señal de ubiquitinación y degradación en el 
proteasoma, liberando a NF-κB y permitiendo su translocación al núcleo (Manicassamy et 
al, 2006).
3.2.2. El factor de transcripción AP-1
Las proteínas AP-1 (Activating Protein-1), son homodímeros y heterodímeros de 
miembros de las familias Jun (c-jun, JunB y JunD), Fos (c-fos, FosB, Fra1 y Fra2), JDP (Jun 
dimerization partners JDP1 y JDP2) y ATF (Activating transcription factors ATF2, LRF1/
ATF3 y B-ATF). Estos componentes pertenecen al grupo de proteínas de unión al ADN que 
contienen un sitio bZIP (basic region leucine zipper) y se caracterizan por su localización 
nuclear. AP-1 está involucrado en la transcripción de varios genes que contienen secuencias 
TRE (TPA-Responsive Element) en sus regiones promotoras, y puede unirse también, 
aunque con menor afinidad, a elementos CRE (cAMP Response Element) (Alberini, 2009; 
Jochum et al, 2001; Manicassamy et al, 2006; Shaulian & Karin, 2001). Existen diversos 
mecanismos responsables de inducir la actividad de AP-1 en respuesta a estímulos 
externos. Por ejemplo, en respuesta a factores de crecimiento, la cascada de la MAPK ERK 
fosforila los llamados factores TCFs (Ternary Complex Factors) que inducen la expresión 
de los genes fos. Las proteínas fos forman entonces heterodímeros Jun-Fos que inducen 
la transcripción de c-jun ya que este gen contiene elementos de respuesta a AP-1 en su 
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promotor. La activación de ERK también puede contribuir a la inducción transcripcional 
de c-jun a través de la fosforilación de los factores de transcripción MEF2 que se unen 
al promotor de c-jun. Por otra parte, las respuestas a citoquinas proinflamatorias y a la 
radiación ultravioleta son dependientes principalmente de las cascadas de MAPK JNK y 
p38 (Karin, 1995; Shaulian & Karin, 2001).
3.2.3. El factor de transcripción NFAT
 NFAT es una familia de factores de transcripción descritos inicialmente en linfocitos 
T (Nuclear Factor of Activated T Cells) aunque actualmente se ha descrito su expresión 
tanto en otros tipos celulares del sistema inmune como en tipos celulares y tejidos fuera del 
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Figura I3: (A) Estructura de las proteínas NFAT (basado en la estructura del NFATc2 murino). 
Los círculos rojos representan grupos fosfato eliminados por la calcineurina, mientras que el 
círculo negro en la región SRR-2 representa un grupo fosfato que no es susceptible a la desfos-
forilación por calcineurina. Se muestran las dos regiones involucradas en la unión con calcineu-
rina. La región A es la secuencia PxIxIT encontrada en todas las proteínas NFAT, mientras que la 
región B se ha descrito en NFATc1 y NFATc3. (TAD) Dominios de transactivación; (NLS) Nuclear 
localization signal. Otra señal de localización nuclear adicional se encuentra localizada en el 
dominio de unión al ADN; (SRR) Serine-rich gatekeeper region; (SP) Secuencias Ser-Pro; (KTS) 
Motivo rico en Serinas (B) Regulación de NFAT: El heterodímero calcineurina es activado tras 
la unión de Ca2+ y de Calmodulina (CaM). La subunidad A de la calcineurina (CnA) contiene un 
dominio catalítico N-terminal y varias regiones de unión tanto a la subunidad B reguladora (CnB) 
como a la CaM. La región C-terminal contiene un dominio autoinhibitorio que se pliega e inhab-
ilita el sitio activo de la enzima cuando la CaM no está unida. El aumento en la concentración 
de Ca2+ intracelular promueven la unión del Ca2+ tanto directamente al dominio CnB como del 
complejo Ca2+/CaM al dominio CnA, cambiando la conformación y desplazando el dominio auto 
inhibitorio de la calcineurina. La desfosforilación de NFAT por parte de esta calcineurina activada 
promueve su translocación desde el citoplasma al núcleo, donde NFAT se une de manera co-
operativa con otros factores de transcripción como AP1, GATA4 o MEF2. Los sitios de unión a 
NFAT en el promotor de RCAN1 lo definen como un gen de respuesta a calcineurina. Cuando la 
calcineurina se activa, RCAN1 es sintetizado y se une directamente a la calcineurina inhibiendo 
su actividad, estableciéndose así una autorregulación por feedback negativo. Otras proteínas 
quinasa regulan negativamente este sistema al fosforilar a NFAT e inducir así su translocación 
de vuelta al citoplasma. (GSK3β) Glucógeno Sintasa Quinasa-3β; (PKA) Proteína Quinasa A; 
(CK1) Caseína Quinasa 1; (JNK) c-Jun N-terminal Quinasa.
2000). La familia de factores NFAT está compuesta por 5 miembros: NFAT1 (c2 o p), NFAT2 
(c1 o c), NFAT3 (c4), NFAT4 (c3 o x) y NFAT5. Todos ellos, excepto NFAT5, de localización 
constitutivamente nuclear y con estructura y regulación diferentes al resto, se expresan en 
el citoplasma de células en reposo y se caracterizan por presentar dos secuencias de gran 
homología entre los diferentes miembros: el dominio de unión a ADN (DNA Binding Domain 
“DBD”) y la región homóloga para NFAT (NFAT Homology Region “NHR”). El DBD presenta 
una homología moderada con el dominio de unión a ADN de la familia de proteínas Rel/
NFκB, mientras que la región NHR, situada en el extremo amino terminal de la proteína, 
constituye su dominio principal de regulación y transactivación (Ortega-Perez & Redondo, 
2000). En esta región NHR se encuentran además los sitios de unión de calcineurina y 
las regiones ricas en serinas que pueden ser fosforiladas, dianas tanto de la acción de la 
fosfatasa calcineurina como de serina quinasas que fosforilan y regulan la actividad de 
NFAT (Okamura et al, 2004) (Figura I3).
La activación de NFAT requiere de un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular 
y está regulada por la acción de la fosfatasa calcineurina. En células en reposo, NFAT 
se encuentra altamente fosforilado y localizado preferentemente en el citoplasma. Los 
estímulos que provocan un aumento del Ca2+ intracelular activan la fosfatasa calcineurina, 
cuya actividad es dependiente del sistema Ca2+/Calmodulina (CaM) y es inhibida por 
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acción de las drogas inmunosupresoras ciclosporina A (CsA) y FK506. La activación de 
la calcineurina conduce a la desfosforilación de serinas presentes en la región reguladora 
de NFAT (NHR). Este dominio está altamente fosforilado en células en reposo, con los 
residuos fosforilados distribuidos en 4 motivos (SRR-1, SPxx, SRR-2 y KTS) (Hogan et 
al, 2003; Okamura et al, 2004). La calcineurina desfosforila 3 de estos 4 motivos, lo que 
provoca un cambio conformacional en la proteína que expone una señal de localización 
nuclear, permitiendo la translocación de NFAT al núcleo. Una vez allí, se une al ADN de 
forma individual o formando parte de complejos con otros factores de transcripción para 
activar la transcripción de genes específicos dependiendo del tipo celular (Hogan et al, 
2003) (Figura I3). La estancia de NFAT en el núcleo viene determinada por la duración del 
incremento de los niveles de Ca2+ intracelular y por la activación de determinadas quinasas 
que promueven su refosforilación y consiguiente exportación al citoplasma, como son la 
caseína quinasa 1 (CK1), la proteína quinasa A (PKA) y la glucógeno sintasa quinasa 3 
(GSK3). Existen además quinasas inducibles como MAPK p38 y JNK que confieren una 
especificidad adicional por presentar diferentes afinidades por los distintos miembros 
de la familia NFAT (Chow et al, 1997; Porter et al, 2000). Al igual que otros factores de 
transcripción, la actividad transcripcional de NFAT también puede ser regulada por la 
modificación del dominio de transactivación, como es el caso de la interacción con NFATc2 
de CK1 (Okamura et al, 2004) o de PKCζ (San-Antonio et al, 2002). 
Una regulación indirecta de NFAT se da a través de la inhibición de la fosfatasa 
calcineurina. Entre las proteínas que regulan la calcineurina se encuentran las inmunofilinas, 
a las que se unen los fármacos CsA y FK506, las proteínas Cabin-1/Cain, la proteína 
AKAP79 o la familia de proteínas RCAN (Regulator of Calcineurin) (Leinwand, 2001). En el 
caso de RCAN1 (y en concreto la isoforma RCAN1-4), este gen se induce por la vía de Ca2+/
NFAT al poseer sitios de unión para dicho factor de transcripción en su región promotora. 
Por lo tanto, al interaccionar RCAN1 con la calcineurina e inhibirla, ocurre un proceso 
de regulación por retroalimentación negativa que inhibe la propia síntesis de RCAN1 al 
bloquearse la desfosforilación de NFAT (Park et al, 2009). 
3.3. Acciones y relevancia de prostanoides en linfocitos T
Durante el proceso de activación del linfocito T se produce la inducción transcripcional 
de un gran número de genes implicados en el proceso de respuesta inmune, como son 
las citoquinas. Si bien está claramente establecida la función esencial de éstas en la 
regulación de la respuesta inmune, no se conoce en detalle el papel de otros mediadores 
inflamatorios como los prostanoides en la función de los linfocitos T. Estudios realizados en 
nuestro laboratorio han puesto de manifiesto la inducción de COX-2 de manera temprana 
tras la activación del linfocito (Iniguez et al, 1999), con un papel esencial de NFAT en 
dicha inducción (Iniguez et al, 2000). Por otro lado, el tratamiento con AINEs específicos 
de COX-2, inhibe la proliferación de los linfocitos T así como la transcripción de genes 
clave en la respuesta inmune como IL-2, TNF-α e IFN-γ (Iniguez et al, 1999). Por su parte, 
cada vez son más los estudios que ponen de manifiesto la importancia de los diferentes 
prostanoides como moduladores de la respuesta inmune a través de sus acciones sobre la 
                                                                                                                         Introducción
                                                                                                                                       27
activación y función de linfocitos T.
Con respecto a la PGI2, aunque no se ha demostrado la presencia de PGIS en 
células T, se ha visto que los linfocitos son capaces de producir este prostanoide a través 
de un mecanismo denominado “biosíntesis transcelular” cuando se co-cultivan con células 
HUVEC (Human Vascular Endothelial Cells) (Merhi-Soussi et al, 2000). Además, los 
linfocitos Th1 y Th2 expresan el receptor IP, habiéndose descrito que la PGI2 es capaz de 
inhibir tanto la diferenciación de los linfocitos T CD4+ hacia el linaje Th1, como su función, al 
suprimir la producción de IFNγ por parte de éstos. La PGI2 también impide una presentación 
de antígeno óptima por parte de las células dendríticas a los linfocitos T CD4+, inhibiendo 
la diferenciación hacia el linaje Th2, así como la secreción de IL-4, IL-5 e IL-13, citoquinas 
propias de este tipo celular (revisado en Boswell et al, 2011). La señalización a través del 
IP promueve la diferenciación de linfocitos T hacia el linaje Th17, debido en parte a una 
reducción de la expresión de IL-12 y/o a un incremento de IL-23 secretado por células 
dendríticas o monocitos (Boswell et al, 2011).
El TXA2 es producido principalmente en plaquetas, aunque también en monocitos 
activados, macrófagos y células dendríticas (Narumiya, 2003). Aunque hay evidencias 
limitadas acerca de la expresión de la TXAS en células T, se sabe que el receptor TP se 
expresa en grandes cantidades en timocitos inmaduros, en los que la señalización a través 
de este receptor induce apoptosis, lo que sugiere un papel del TXA2 en la maduración de 
las células T (Lone & Tasken, 2013; Ushikubi et al, 1993). La señalización a través del TP 
también regula negativamente la interacción entre las células dendríticas y las células T, 
inhibiendo su proliferación (Kabashima et al, 2003).
La PGD2, producida principalmente en mastocitos, se ha asociado tradicionalmente 
con procesos pro-inflamatorios alérgicos como el asma o la dermatitis atópica, aunque 
es capaz de ejercer también funciones anti-inflamatorias inmunológicamente relevantes 
(Ricciotti & FitzGerald, 2011). Las células T activadas que expresan COX-2 y la sintasa 
H-PGDS también son capaces de producir tanto PGD2 como su derivado, la ciclopentenona 
15-deoxy-Δ12,14-PGJ2 (Feldon et al, 2006). La PGD2 procedente de mastocitos, señalizando 
a través del receptor DP2/CRTH2, incrementa la secreción de IL-4, IL-5 e IL-13, así como de 
las proteínas proinflamatorias CD11b y CD40L, en células Th2, mientras que señalizando 
a través del receptor DP1 reduce el número de células CD4+ y CD8+ que secretan IFNγ e 
IL-2, promoviendo de esta manera las funciones Th2 sobre las Th1, lo que sería relevante 
en las respuestas alérgicas donde la actividad Th2 es elevada (Tanaka et al, 2004). Por 
otro lado, la 15d-PGJ2 participa en la resolución de los procesos inflamatorios llevados a 
cabo por células Th1, al inhibir la activación de NFκB (Trivedi et al, 2006). La 15d-PGJ2 
también es capaz de inhibir la producción de IL-2 por parte de los linfocitos T al promover 
la interacción entre PPARγ y NFAT (Yang et al, 2000). Aparte de sus funciones pro- y anti-
inflamatorias, tanto la PGD2 como la 15d-PGJ2 también influyen en la función de las células 
T regulando procesos de proliferación y de apoptosis (revisado en Lone & Tasken, 2013).
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La PGE2 presenta acciones pro-inflamatorias, estando involucrada en todos los 
procesos que dan lugar a los signos clásicos de inflamación: enrojecimiento, edema y dolor 
(Ricciotti & FitzGerald, 2011). En cuanto a las funciones que desempeña sobre los linfocitos 
T, la PGE2 ha sido inicialmente considerada como molécula inmunosupresora debido a 
su capacidad para inhibir la activación y la proliferación de este tipo celular Rrevisado 
en (Lone & Tasken, 2013; Ricciotti & FitzGerald, 2011; Sreeramkumar et al, 2012). Sin 
embargo, estudios recientes ponen de manifiesto un papel pro-inflamatorio de la PGE2 en 
la diferenciación de las células T. La señalización de la PGE2 a través del receptor EP4 
presente en células dendríticas y linfocitos T, no sólo media la diferenciación del linaje Th1, 
sino que amplifica la expansión de las células Th17 mediada por IL-23, promoviendo la 
respuesta inflamatoria en modelos animales de enfermedades como la esclerosis múltiple 
o la artritis reumatoide (Boniface et al, 2009; Chizzolini et al, 2008; Napolitani et al, 2009; 
Sakata et al, 2010; Yao et al, 2009).
En cuanto a la PGF2α, no parece haber evidencias de su síntesis en células T (Lone 
& Tasken, 2013), si bien estudios recientes ha demostrado el papel de esta prostaglandina 
en promover la diferenciación de las células Th17 durante los procesos alérgicos que 
cursan con alteraciones respiratorias (Li et al, 2011). La PGF2α, junto con la PGI2, promueve 
la diferenciación de los linfocitos T hacia el linaje Th17, señalizando a través de sus 
respectivos receptores de una forma autocrina. 
4. Prostanoides en la fisiopatología cardiaca
En el sistema cardiovascular, los prostanoides modulan la patogénesis de 
enfermedades como la trombosis y la aterosclerosis a través de diversos procesos como 
la agregación plaquetaria, la vasodilatación y vasoconstricción y la respuesta inflamatoria 
local (Iniguez et al, 2008; Kobayashi et al, 2004; Vila, 2004). Mediante el uso de anti-
inflamatorios no esteroideos (AINEs) como inhibidores farmacológicos de las COXs y 
animales genéticamente deficientes en enzimas responsables de la síntesis de prostanoides 
o en sus receptores, se ha puesto de manifiesto la importancia de las acciones mediadas 
por estos mediadores lipídicos en la fisiología cardiovascular (Belton & Fitzgerald, 2003; 
Burleigh et al, 2002; FitzGerald et al, 2001; Fosslien, 2005; Martinez-Gonzalez & Badimon, 
2007; Ray et al, 2002). Sin embargo, la retirada del mercado de ciertos AINEs selectivos 
para la COX-2 a causa de sus efectos adversos en pacientes con riesgo cardiovascular ha 
abierto el debate sobre el papel de los prostanoides derivados de la COX-2 en la patología 
cardiovascular y sobre los beneficios y riesgos del uso de inhibidores de la COX en la 
enfermedad cardiovascular (Iniguez et al, 2008). 
De los diversos eicosanoides, el TXA2 y la PGI2 son considerados tradicionalmente 
los más importantes en el control de la homeostasis del sistema cardiovascular (Bunting 
et al, 1983; Cheng et al, 2002; Davidge, 2001). Estos prostanoides son sintetizados 
principalmente por plaquetas y endotelio vascular respectivamente, presentando actividades 
biológicas opuestas. Mientras que el TXA2 (derivado principalmente de la acción de COX-1 
de plaquetas) es un potente vasoconstrictor, a la vez que un inductor de la agregación 
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plaquetaria (FitzGerald et al, 2000), la PGI2 (generada a partir de la COX-2 de endotelio) 
tiene un importante efecto vasodilatador, antagonizando las acciones del TXA2 sobre la 
agregación plaquetaria, a la vez que regula el crecimiento de la musculatura lisa vascular 
(Iniguez et al, 2008). 
Estudios realizados con ratones deficientes en receptores de prostanoides han puesto 
de manifiesto las funciones cardioprotectoras de la PGE2, actuando a través de su receptor 
EP4, en los procesos de isquemia/reperfusión derivados del infarto agudo de miocardio 
(Hishikari et al, 2009; Xiao et al, 2004). La PGD2 sintetizada por la L-PGDS también se ha 
descrito como molécula protectora del daño generado por isquemia/reperfusión (Tokudome 
et al, 2009). Sin embargo, en otras patologías como la arteriosclerosis, estos prostanoides 
parecen tener funciones opuestas. En este sentido, el balance entre mPGES-1/L-PGDS 
es uno de los principales determinantes de la inestabilidad de la placa aterosclerótica en 
humanos (Cipollone et al, 2004). Mientras que la liberación de PGE2 vía COX-2/mPGES-1 
en macrófagos induce la expresión y activación de metaloproteínas responsables de la 
inestabilidad de la placa de ateroma (Pavlovic et al, 2006), la PGD2, sintetizada a través 
de la L-PGDS, es la precursora de la 15-dPGJ2, a la que se le han atribuido acciones anti-
inflamatorias y anti-ateroscleróticas (Li et al, 2004). Por su parte, se ha descrito que la 
PGF2α eleva la presión sanguínea en ratones anestesiados, de tal forma que la eliminación 
del FP reduce significativamente la presión sanguínea en estos animales (Yu et al, 2009). 
Estos efectos de la PGF2α se deben en parte a su capacidad vaso-constrictora al inducir la 
contracción del músculo liso vascular (Basu, 2007; Basu, 2010; Zhang et al, 2010). También 
se ha descrito que la activación del receptor FP, presente en tejidos renales, regula la 
diferenciación de las células del aparato yuxtaglomerular que contienen renina, aumentando 
la expresión de esta enzima clave del sistema renina-angiotensina-aldosterona que induce 
la reabsorción de sales y agua, participando así en la generación de hipertensión y en el 
desarrollo de aterosclerosis (Yu et al, 2009; Zhang et al, 2010).
 En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de las acciones de prostanoides 
como la PGF2α en la hipertrofia cardiaca.
4.1. Hipertrofia cardiaca
La hipertrofia cardiaca se define como un incremento del grosor de la pared y/o 
el septo interventricular y se caracteriza, a nivel celular por un incremento del tamaño del 
cardiomiocito, con aumento de la síntesis proteica y un cambio en la organización de la 
estructura sarcomérica (Carreno et al, 2006). Clásicamente, se ha explicado la hipertrofia 
cardiaca como una respuesta adaptativa del miocardio frente a la situación que la origina. 
Durante el crecimiento, el embarazo y la práctica de actividad física intensa, la respuesta 
a la sobrecarga hemodinámica se caracteriza por un aumento del tamaño de los miocitos, 
sin aumento de la  fibrosis intersticial y sin compromiso funcional. Este tipo de respuesta 
se ha denominado hipertrofia cardiaca fisiológica y cumpliría una función de adaptación 
(Frey & Olson, 2003). Sin embargo, algunas hipertrofias se acompañan de aumento de 
fibrosis intersticial, mayor incidencia de apoptosis, disminución de la densidad capilar y 
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Figura I4: Señales y receptores implicados en el desarrollo de hipertrofia cardiaca. Se describe 
el fenotipo diferenciado entre hipertrofia fisiológica y patológica . (RTyrK) Receptores Tirosina 
Quinasa; (GPCRs) Receptores acoplados a proteínas G. La hipertrofia cardiaca se caracteriza, 
celularmente, por un incremento del tamaño de cardiomiocito, con aumento de la síntesis pro-
teica y un cambio en la organización de la estructura sarcomérica (hipertrofia fisiológica). La hip-
ertrofia patológica se acompaña además de un aumento de fibrosis intersticial, mayor incidencia 
de apoptosis, disminución de la densidad capilar y reprogramación de la expresión génica con 
inducción de genes fetales y represión de los genes que codifican las respectivas isoformas 
del adulto, dando lugar a un deterioro de la función ventricular que evoluciona a insuficiencia 
cardiaca.
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reprogramación de la expresión génica con inducción de genes fetales y represión de 
los genes que codifican las respectivas isoformas del adulto. Estas alteraciones en la 
estructura del miocardio se asocian con deterioro de la función ventricular evolucionando 
habitualmente a insuficiencia cardiaca, por lo que a este tipo de hipertrofia se la define 
como hipertrofia cardiaca patológica (Frey & Olson, 2003; McKinsey & Olson, 1999). 
La hipertrofia miocárdica prolongada es un factor de riesgo de gran importancia para el 
desarrollo de insuficiencia cardiaca (Carreno et al, 2006), por lo que es utilizada como 
factor predictivo importante en el desarrollo de la enfermedad cardiaca (Rohini et al, 2010). 
El crecimiento hipertrófico de los cardiomiocitos se inicia por factores endocrinos, 
paracrinos y autocrinos que estimulan una amplia variedad de receptores unidos a 
membrana, entre los que destacan aquéllos pertenecientes a la familia de GPCRs (Frey & 
Olson, 2003).
4.2. GPCRs y señalización intracelular en hipertrofia cardiaca
Diversas señales extracelulares promotoras de hipertrofia cardiaca desencadenan 
su efecto a través de la activación de receptores de membrana que, a su vez, activan 
vías de señalización intracelular que promueven una cascada de moléculas efectoras 
responsables del desarrollo de la respuesta hipertrófica. Existen varios tipos de receptores 
implicados en la hipertrofia cardiaca. Por un lado, los receptores con actividad intrínseca de 
tirosina quinasa (RTyrK) activados por factores de crecimiento como el factor de crecimiento 
transformante tipo β (TGF-β), el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), el factor de 
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento análogo a la insulina (IGF) entre 
otros (Carreno et al, 2006). La participación de éstos puede ser de forma directa tras su 
activación por ligandos o tras la transactivación a través de algunos receptores acoplados a 
proteínas G (GPCR) como el receptor de angiotensina AT1 en el caso del EGFR (Zhai et al, 
2006). Por otro lado, los miembros de la familia de citoquinas de la interleuquina 6 (la IL-6, 
la cardiotrofina-1, CT-1 y el factor inhibidor de la leucemia, LIF) también están implicados 
en el desarrollo de hipertrofia cardiaca patológica (Terrell et al, 2006). Otros receptores 
involucrados en el desarrollo de hipertrofia cardiaca son las integrinas que, debido a que 
conectan el aparato contráctil de los miocitos a las proteínas de la matriz extracelular, 
actúan como sensores de estiramiento de la sobrecarga hemodinámica (Brancaccio et al, 
2006) (Figura I4).
Muchas de las señales extracelulares que desempeñan un papel relevante en el 
crecimiento del cardiomiocito y la hipertrofia cardiaca, desencadenan su efecto a través 
de la activación de GPCRs. Entre éstos, destacan los receptores α1-adrenérgicos para 
epinefrina y norepinefrina, el receptor AT1 para angiotensina II (AngII) y el receptor ET para 
endotelina-1, todos los cuales han sido relacionados con el desarrollo de hipertrofia cardiaca 
patológica y su progreso a insuficiencia cardiaca (Carreno et al, 2006; Hunter & Chien, 1999; 
Molkentin & Dorn, 2001). Estos receptores se asocian principalmente con proteínas G de la 
familia Gαq/11, que tiene un papel esencial no sólo en el desarrollo de hipertrofia cardiaca 
(Esposito et al, 2002) sino también en el desarrollo cardiaco embrionario (Offermanns et 
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al, 1998). Estudios realizados en ratones transgénicos muestran que la sobre-expresión de 
Gαq en corazón es suficiente para desencadenar una hipertrofia similar a la desarrollada 
en condiciones de sobrecarga de presión, llevando asociada una inducción de la expresión 
de genes fetales (D’Angelo et al, 1997; Liggett, 2006). 
4.2.1. GPCRs y activación de MAPKs
El efector clásico de los GPCRs acoplados a proteínas Gαq en el corazón es PLC-β 
(Filtz et al, 2009; Tilley, 2011), la cual promueve la liberación de IP3 y DAG. El DAG promueve 
la activación de la PKC, responsable de iniciar la ruta de las MAPKs, siendo ésta una de 
las principales rutas por las que la Gαq media las respuestas de crecimiento celular en el 
corazón (Kehat & Molkentin, 2010). Existen cuatro subfamilias clásicas de MAPKs: ERK1/2 
(Extracellular signal-regulated kinases), JNK1, -2 y -3 (c-Jun NH2-terminal kinases), p38 (α, 
β, γ, δ) y ERK5, con diferente grado de implicación en la hipertrofia cardiaca.
La implicación de ERK1/2 en la regulación de la hipertrofia cardiaca es un tema 
de continuo debate. Si bien se ha descrito que la activación de ERK1/2 contribuye a 
la inducción de hipertrofia en cardiomiocitos en cultivo y en modelos animales (Bueno 
& Molkentin, 2002), la inhibición directa de esta quinasa en el corazón, no es capaz de 
reducir la hipertrofia generada por diversos estímulos patológicos (Purcell et al, 2007). En 
el caso de JNK, los primeros estudios indicaban un papel pro-hipertrófico de esta MAPK 
en cardiomiocitos en cultivo (Choukroun et al, 1998; Wang et al, 1998b) y en modelos 
animales (Choukroun et al, 1999). Sin embargo, estudios más recientes han puesto en 
duda el papel de JNK como agente pro-hipertrófico (Liu et al, 2009; Sadoshima et al, 2002; 
Tachibana et al, 2006), sugiriéndose que JNK presentaría incluso un papel anti-hipertrófico, 
actuando en parte a través de la exclusión de NFAT del núcleo (Liang et al, 2003; Molkentin, 
2004) o de la activación de JunD (Hilfiker-Kleiner et al, 2006; Hilfiker-Kleiner et al, 2005). 
De forma similar, aunque diversos estudios realizados in vitro sugerían que p38 promovía 
el crecimiento cardiaco y la hipertrofia (Nemoto et al, 1998; Wang et al, 1998a; Zechner et 
al, 1997), otros estudios apuntan a que p38 no es necesaria en el desarrollo de hipertrofia 
inducida por agonistas en cardiomiocitos en cultivo (Choukroun et al, 1998) o en modelos 
animales in vivo (Liao et al, 2001). 
4.2.2. GPCRs y activación de Calcineurina/NFAT
La producción de IP3 tras la activación de un GPCR asociado a Gαq desencadena 
la liberación de Ca2+ al citosol, donde se une a CaM. Los complejos Ca2+/CaM modulan la 
función de numerosas proteínas entre las que destacan la CaMKII y la CaN, dos proteínas 
que participan en el desarrollo normal del corazón y que se encuentran alteradas durante 
el proceso de hipertrofia cardiaca (Mishra et al, 2010; Zarain-Herzberg et al, 2011).
La fosfatasa CaN es esencial en la activación del factor NFAT y la transcripción de 
genes dependientes de este factor, como se describe en detalle en el apartado 3.2.3. y la 
Figura I3. Los trabajos de Molkentin et al. con ratones transgénicos que expresan en corazón 
formas constitutivamente activas tanto de calcineurina como de NFATc4, demostraron que 
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la activación de estas proteínas era necesaria y suficiente para producir una hipertrofia 
cardiaca que resultaba en una cardiomiopatía dilatada con fibrosis intersticial, fallo cardíaco 
congestivo y muerte súbita (Molkentin et al, 1998). Posteriormente se han publicado 
numerosos trabajos que dan cuenta de la importancia de la ruta de Calcineurina/NFAT en 
la generación de hipertrofia cardiaca, tanto en modelos in vitro con cardiomiocitos de ratas 
neonatas (Haq et al, 2000; Taigen et al, 2000; van Rooij et al, 2002), como en modelos 
in vivo con ratones (Bueno et al, 2002; De Windt et al, 2001; Hill et al, 2002; Rothermel 
et al, 2001; van Rooij et al, 2004; Zou et al, 2001). La sobreexpresión de los dominios de 
unión a calcineurina de Cain o AKAP79 (Taigen et al, 2000), la sobreexpresión de RCAN1 
(Rothermel et al, 2001), de un dominante negativo de la calcineurina (Bueno et al, 2002) o 
de un mutante constitutivamente activo de GSK3β (Haq et al, 2000) causan una inhibición 
significativa en varios modelos de hipertrofia cardiaca. Por su parte, la inhibición directa 
de NFAT mediante el uso de un dominante negativo consistente en la región N-terminal de 
NFATc4 donde reside la secuencia de interacción con calcineurina, también es capaz de 
inhibir la hipertrofia de cardiomiocitos en cultivo inducida por cardiotrofina-1, endotelina-1 o 
por la presencia de una calcineurina constitutivamente activa (van Rooij et al, 2002). El uso 
de ratones transgénicos que expresan el gen de la luciferasa bajo el control de un promotor 
mínimo con 9 sitios de unión a NFAT, ha permitido definir que la actividad dependiente 
de NFAT incrementa en casos de hipertrofia inducida por sobrecarga de presión o por 
fallo cardíaco asociado a una intervención TAC (Transverse Aortic Constriction), pero 
no aumenta en modelos de hipertrofia fisiológica inducida por el ejercicio (Wilkins et al, 
2004). En conjunto, éstos y otros estudios apoyan la teoría de que la ruta de calcineurina/
NFAT estaría implicada esencialmente en el proceso de hipertrofia patológica frente a la 
fisiológica (Tanaka et al, 1998).
4.3. Genes marcadores de hipertrofia 
La inducción de las diferentes vías de activación intracelulares que participan en 
el proceso hipertrófico se traduce en cambios en la expresión génica. Algunos de estos 
cambios, como la re-expresión de genes fetales, se consideran marcadores moleculares 
de hipertrofia patológica, ausentes en condiciones de crecimiento ventricular fisiológico.
Péptidos natriuréticos ANP (Atrial Natriuretic Peptide) y BNP (B-type Natriuretic 
Peptide): En respuesta a una sobrecarga de presión y de volumen sanguíneos, tanto los 
cardiomiocitos como los fibroblastos cardíacos sintetizan y secretan ANP y BNP (Dries, 
2010). Estos péptidos circulan como hormonas por el torrente sanguíneo, actuando en 
varios tejidos corporales induciendo vasodilatación, natriuresis y diuresis (Daniels & Maisel, 
2007). Los péptidos natriuréticos, señalizando a través de sus receptores, tienen diferentes 
efectos según el tejido donde actúen. Así, sus propiedades hipotensivas se deben a sus 
efectos sobre la permeabilidad del endotelio (McKay & Huxley, 1995), a que incrementan 
la tasa de filtración glomerular al elevar la presión en los capilares del glomérulo (Marin-
Grez et al, 1986), y a que inhiben la reabsorción de sodio y agua en las nefronas al reducir 
la secreción de renina (Harris et al, 1987). Además, poseen propiedades vaso- y bronco-
dilatadoras por sus acciones sobre la relajación del músculo liso a través de un mecanismo 
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que implica la proteína quinasa GI (PKGI) y la disminución de la concentración de calcio 
intracelular (Alioua et al, 1998; Swayze & Braun, 2001). ANP y BNP también tienen efectos 
directos en el corazón, independientes de sus acciones como hipotensivos, al inhibir la 
hipertrofia y la fibrosis cardiaca (London, 2006; Nishikimi et al, 2011; Potter et al, 2006).
Cadena pesada de la miosina-β (β-MHC o Myh7): La miosina contiene dos cadenas 
pesadas (MHC, de Myosin Heavy Chain) y cuatro ligeras (MLC, por Myosin Light Chain) 
y es una de las principales proteínas que componen los músculos cardíaco y esquelético, 
y es responsable de la transducción de energía y desarrollo de fuerza en estos tejidos 
(Harrington & Rodgers, 1984). Se ha puesto especial interés en el estudio de las isoformas 
de la cadena pesada de la miosina debido a que los cambios en la proporción de estas 
proteínas parecen estar directamente relacionadas con el nivel de trabajo mecánico 
del corazón (Swynghedauw, 1986). En ratas y ratones, la isoforma β-MHC es la que 
se expresa principalmente durante el desarrollo del corazón, pero es reemplazada por 
la isoforma α-MHC tras el nacimiento. En condiciones de hipertrofia y fallo cardíaco, la 
expresión de la isoforma β se induce de nuevo junto con otros genes cardíacos fetales. 
En humanos, aunque la isoforma predominante tanto en el feto como en el adulto es la β, 
también existe una disminución del ratio α-MHC/β-MHC en condiciones de fallo cardíaco 
(Kuwahara et al, 2012). Mutaciones en el gen que codifica para la isoforma β-MHC se han 
asociado con casos de Cardiomiopatía Hipertrófica Familiar, una enfermedad autosómica 
dominante caracterizada por el desarrollo de hipertrofia ventricular izquierda, desajustes en 
la estructura sarcomérica, fallo congestivo y muerte súbita (Watkins et al, 1992).
Otros marcadores hipertróficos: La α-actina esquelética (SkA), además de ser 
uno de los componentes principales de los filamentos finos en las fibras musculares 
esqueléticas del adulto, es una isoforma de la actina presente en el corazón durante sus 
estadios fetales. Tras el nacimiento, la expresión ventricular de esta proteína disminuye, y 
el gen se silencia en el miocardio ventricular del adulto sano (Kuwahara et al, 2012). En el 
corazón hipertrofiado, sin embargo, la expresión de SkA se ve inducida (Karns et al, 1995; 
MacLellan et al, 1994). Otros genes fetales re-inducidos en condiciones de fallo cardíaco e 
hipertrofia en el corazón adulto son los genes que codifican para canales iónicos como los 
canales HCN (Hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels) o los canales 
de Ca2+ tipo T (Kuwahara et al, 2012).
4.4. Prostanoides en hipertrofia cardiaca
Existen varios trabajos que ponen de manifiesto la participación de los prostanoides 
en la fisiopatología cardiaca y el desarrollo de hipertrofia cardiaca. En cardiomiocitos, 
parece haber una expresión constitutiva de COX-1, mientras que la expresión de COX-2, 
ausente en el miocardio sano, se encuentra inducida en respuesta a isquemia y tras infarto 
de miocardio (Abbate et al, 2004; Shinmura et al, 2000; Wong et al, 1998). Estímulos 
inflamatorios como la IL-1β, el TNFα y el LPS son también capaces de inducir la expresión 
de COX-2 y la mPGES-1 en cardiomiocitos (Degousee et al, 2006; Degousee et al, 2003; 
Giannico et al, 2005; Grandel et al, 2000; Liu et al, 1996; Peng et al, 2005). La expresión 
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de COX-2 también se ha visto incrementada en el corazón de pacientes con cardiopatía 
dilatada (Wong et al, 1998).
En modelos de hipertrofia inducida por sobrecarga de presión, los ratones carentes 
del receptor IP de la PGI2 desarrollan hipertrofia cardiaca en mayor grado que los ratones 
silvestres (Hara et al, 2005). Otros trabajos muestran que, aunque la PGI2 no muestra 
efectos anti-hipertróficos directos sobre cardiomiocitos en cultivo (Adams et al, 1996; 
Ritchie et al, 1998), sí es capaz de atenuar la hipertrofia cuando los cardiomiocitos se co-
cultivan con otros tipos celulares cardiacos, sugiriendo que la PGI2 inhibe el desarrollo de 
hipertrofia al inhibir la liberación de factores pro-hipertróficos procedentes de estas células 
cardiacas no miocíticas (Hara et al, 2005). Además, se ha descrito que, ante una situación 
de fallo cardiaco, tanto la expresión de COX-2 (Wong et al, 1998), como la síntesis de PGI2 
se encuentran elevadas en el corazón (Newman et al, 1983). 
Por su parte, la síntesis de PGE2 también se encuentra elevada en el corazón 
hipertrofiado (Zamorano & Carmona, 1992). Esta prostaglandina se ha visto involucrada 
en el fenómeno de hipertrofia cardiaca, modulando la síntesis de proteínas y el crecimiento 
de los cardiomiocitos a través de la unión a su receptor de membrana EP4 (Mendez & 
LaPointe, 2005). La señalización a través del EP4 en cardiomiocitos involucra en parte 
a proteínas como Stat3, PKA, Rap, ERK1/2 o p90RSK (Frias et al, 2007; He et al, 2010; 
Schaub & Hefti, 2007) y resulta en un incremento del área celular, en una mayor síntesis 
proteica y en la expresión de los genes marcadores ANP y BNP (He et al, 2010; Mendez & 
LaPointe, 2005; Qian et al, 2006).
La PGF2α se libera en el corazón de ratas sometidas a infarto de miocardio (Lai 
et al, 1996), en cardiomiocitos sometidos a hipoxia in vitro (Oudot et al, 1995) o en 
fibroblastos cardiacos (Wang et al, 2009; Zhang et al, 2010). Las acciones descritas para 
esta prostaglandina en corazón proceden principalmente de estudios llevados a cabo en 
ratas, donde se ha visto que la administración exógena de esta prostaglandina es capaz de 
inducir hipertrofia in vitro en cardiomiocitos ventriculares tanto de ratas neonatas (Adams 
et al, 1996; Kunapuli et al, 1998; Lai et al, 1996) como adultas (Lai et al, 1996; Ponicke et 
al, 2000). También se han descrito los efectos de la administración crónica de análogos de 
la PGF2α como el Fluprostenol en el crecimiento cardiaco in vivo (Lai et al, 1996). Estos 
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Los objetivos planteados en esta tesis doctoral tienen su base, por un lado, en antecedentes que ponen de manifiesto que la PGF2α es capaz de inducir la activación del factor de transcripción NFAT en músculo, además de resultados 
de nuestro grupo que muestran el papel de esta prostaglandina en la regulación de la 
expresión génica en linfocitos T. Por otro lado, si bien es conocido que ciertos prostanoides 
como la PGF2α son capaces de inducir hipertrofia en cardiomiocitos in vitro y que la vía 
de señalización Calcineurina/NFAT juega un papel relevante en hipertrofia cardiaca, no 
existen evidencias que relacionen estas observaciones.
 En base a estos antecedentes, los objetivos propuestos en esta tesis doctoral han 
sido los siguientes: 
 1. Estudiar el mecanismo de acción por el cual la prostaglandina F2α regula la 
expresión génica en linfocitos T, analizando la implicación de la vía de señalización de Ca2+/
Calcineurina/NFAT.
 2. Analizar los efectos de la prostaglandina F2α sobre la expresión génica en 
cardiomiocitos, estudiando la relación entre sus efectos sobre la inducción de hipertrofia 
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1. Materiales
1.1. Líneas celulares
La línea celular linfoblástica T humana Jurkat se cultivó en medio RPMI 1640 
complementado con 5% de suero de ternera fetal (FCS; BioWhitaker). La línea celular 
H9c2 de mioblastos cardiacos de rata (ATCC® Number CRL-1446TM) se mantuvo en 
crecimiento en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado con 
un 10% de FCS. Las células se cultivaron a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5% con un 
97% de humedad relativa. Los medios de cultivo fueron suplementados con 0,1 mM de 
aminoácidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina (Sigma) y una mezcla de antibióticos 
(100 μg/ml estreptomicina, 100 U/ml penicilina, 1000 U/ml gentamicina).
1.2. Cultivos primarios
Los cardiomiocitos primarios se aislaron a partir de crías neonatas (2-3 días de edad) 
de ratas Wistar (Harlan Laboratories). Tras la anestesia de los neonatos con Isofluorano, 
se procedió a la extracción quirúrgica de los corazones, descartando las aurículas. Los 
ventrículos fueron lavados con medio HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) libre de Ca2+ 
y Mg2+ y se trocearon con un bisturí antes de ser digeridos con un coctel enzimático que 
contenía colagenasa tipo IV (200 U/ml, de Sigma), colagenasa tipo I (0,025 mg/ml, de Sigma), 
tripsina 1x (Sigma) y DNasa I (0,2 U/ml, Sigma). Se realizaron 5 digestiones seriadas de 15 
minutos a 37ºC en agitación suave. Los cardiomiocitos extraídos se sembraron en frascos 
de cultivo con DMEM 5% FCS por un periodo de dos horas que permitió la separación de 
los fibroblastos cardiacos que quedaron adheridos al plástico. Las células no adheridas, 
principalmente cardiomiocitos, se sembraron en placas pre-tratadas con gelatina 1% 
(Sigma) en medio DMEM suplementado con 10% FCS y 5% de suero de caballo (HS) 
además de 0,1 mM de aminoácidos no esenciales, 2 mM de L-glutamina (Sigma) y mezcla 
de antibióticos (100 μg/ml estreptomicina, 100 U/ml penicilina, 1000 U/ml gentamicina). Las 
células se incubaron con bromodeoxiuridina 0,1 mM (Sigma) para eliminar las células en 
proliferación distintas a cardiomiocitos, esencialmente fibroblastos. Los animales estuvieron estabulados en el animalario del CBMSO, con nº de 
registro 28079-19A, el cual cuenta con un nivel de contención y bioseguridad adecuado de 
acuerdo a la legislación vigente. Los procedimientos realizados han contado con el visto 
bueno del responsable de bienestar animal del CBMSO y la aprobación del comité de ética 
para la investigación de la Universidad Autónoma de Madrid (CEI-27-656). El investigador 
responsable del proyecto y director de la tesis doctoral, Dr. Miguel A. Iñiguez Peña, dispone 
de la certificación oportuna para la experimentación animal en las categorías B y C. En 
cuanto a la doctoranda, también cuenta con experiencia en manipulación de animales, 




Nombre Características (Referencia) Origen
Absolutely RNA Miniprep Kit Kit de extracción de ARN (400800) Agilent Technologies
Amaxa Cell Line Nucleofector 
Kit L Nucleofección de H9c2 (VCA-1005) Lonza
Amaxa Rat Cardiomyocyte - 
Neonatal Nucleofector Kit Nucleofección de cardiomiocitos (VPE-1002) Lonza
BSA Albúmina de suero bovino (A7906) Sigma-Aldrich
Colagenasa tipo I Metaloproteinasa de matriz. Degrada tejido conectivo (C5894) Sigma-Aldrich
Colagenasa tipo IV Metaloproteinasa de matriz. Degrada tejido conectivo (C1889) Sigma-Aldrich
CsA Ciclosporina A. Inhibidor de la Calcineurina (239835) Calbiochem
Faloidina TRITC Micotoxina acoplada a TRITC (Tetramethyl-Rhodamine-Iso-Thio-Cyanate) - (P1951) Sigma-Aldrich
Fluo-3AM Indicador fluorescente de calcio intracelular (F1242) Invitrogen
Fluprostenol Agonista del receptor FP (16768) Cayman Chemical
Fura-2 Indicador fluorescente de calcio intracelular (F1201) Invitrogen
Gelatina Pretratamiento de placas de cultivo de cardiomiocitos (G2500) Sigma-Aldrich
Higromicina B Antibiótico de selección (10 843 555 001) Roche
Ionóforo (Io) Ionóforo de Calcio A23187 (C7522) Sigma-Aldrich
Ionomicina (Iom) Ionóforo de Calcio (I0634) Sigma-Aldrich
Isoflurano Anestesia de neonatos de rata (880393.4) Abbott
Lipofectamina 2000 Reactivo de transfección (11668-019) Invitrogen
Luceferase Cell Culture Lysis 5x 
Reagent
Tampón de lisis comercial usado en el ensayo de actividad 
luciferasa (E1531) Promega
Luciferase Assay System Sustrato usado en el ensayo de actividad luciferasa (E1501) Promega
OptiMEM Medio de cultivo definido usado en transfección (31985047) Invitrogen
PGE2 Prostaglandina E2 (14010) Cayman Chemical
PGF2α Prostaglandina F2α (16010) Cayman Chemical
PGF2α EIA kit Kit de medición de PGF2α (516011) Cayman Chemical
Super Signal West Dura Substrate Sustrato quimioluminiscente. Western Blot (34076) Thermo Scientific
TPA (PMA) Phorbol 12-myristate 13-acetate. Activador de la PKC (P-1585) Sigma-Aldrich
Tripsina 10x Peptidasa (15090-046) Gibco
Tritón X-100 Surfactante no iónico (9002-93-1) Sigma-Aldrich
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1.4. Anticuerpos
Nombre Características-Aplicación (Referencia) Origen
Anti α-actina sarcomérica Monoclonal - Inmunofluorescencia (ab28052) Abcam
Anti β-actina Policlonal - Western Blot (sc-1616) Santa Cruz Biotechnology
Anti IgG de conejo acoplado al 
fluoróforo Alexa 488 Anticuerpo secundario - Inmunofluorescencia (A21206) Invitrogen
Anti IgG de conejo acoplado al 
fluoróforo Alexa 555 Anticuerpo secundario - Inmunofluorescencia (A31572) Invitrogen
Anti IgG de ratón acoplado al 
fluoróforo Alexa 488 Anticuerpo secundario - Inmunofluorescencia (A21202) Invitrogen
Anti-goat IgG-Peroxidasa Policlonal - Western Blot (A5420) Sigma-Aldrich
Anti COX-2 Monoclonal - Western Blot (610203) BD Transduction LaboratoriesTM
Anti DSCR1 (C-terminal) (RCAN-1) Policlonal - Western Blot (D6694) Sigma-Aldrich
Anti ERK 1/2 (C-16) Policlonal - Western Blot (sc-93) Santa Cruz Biotechnology
Anti HA-probe (Y-11) Policlonal - Inmunofluorescencia (sc-805) Santa Cruz Biotechnology
Anti HSP90 α/β (H-114) Policlonal - Western Blot (sc-7947) Santa Cruz Biotechnology
Anti JNK1/3 (C-17) Policlonal - Western Blot (sc-474) Santa Cruz Biotechnology
Anti NFATc3 (M-75) Policlonal - Western Blot e Inmunofluorescencia (sc-8321) Santa Cruz Biotechnology
Anti NFATc4 (H-74) Policlonal - Western Blot e Inmunofluorescencia (sc-13036) Santa Cruz Biotechnology
Anti p-JNK (G-7) Monoclonal - Western Blot (sc-6254) Santa Cruz Biotechnology
Anti Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) Policlonal - Western Blot (9101) Cell Signaling
Anti Receptor FP Policlonal - Western Blot (101802) Cayman Chemical
1.5. Sondas para RT-PCR cuantitativa
Nombre Referencia Origen
ANP Rn 00561661_m1 Applied Biosystems
BNP Rn 00580641_m1 Applied Biosystems
COX-2 Rn 01483828_m1 Applied Biosystems
Myh7 (β-MHC) Rn 00568328_m1 Applied Biosystems
RCAN-1 Rn 00596606_m1 Applied Biosystems
18S 4308329 Applied Biosystems
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1.6. Sondas para RT-PCR convencional



























661 NM_013115.1 60ºC 30 ciclosAsense: CTGGCAAGCTTGTACAGGTTCC
1.7. Plásmidos
1.7.1. Plásmidos indicadores (luciferasa)
- pBNP-luc: Contiene dos copias en tándem de una secuencia 
(5’-CGCGTCTATCCTTTTGTTTTCCATCCTG-3’) derivada del promotor de BNP 
que une NFATc4 (Ichida & Finkel, 2001; Molkentin et al, 1998), clonada en el vector 
pGL2-Basic (Addgene #24956).
- pCOX2-luc (p2-1906): Región de -1796 a +104 del gen humano de COX-2 clonada 
en el plásmido pXP2-luc (Iniguez et al, 2000).
- pCOX2-luc (p2-275): Región de -170 a +104 del gen humano de COX-2 clonada en 
el plásmido pXP2-luc (Iniguez et al, 2000).
- pCOX2-luc (p2-150): Región de -46 a +104 del gen humano de COX2 clonada en 
el plásmido pXP2-luc (Iniguez et al, 2000).
- pIL2-luc: Incluye la región de -326 a +45 del gen humano de la IL-2 clonada en el 
plásmido pSV2CLUCneo (Durand et al, 1988). Cedido por el Dr. G. R. Crabtree 
(Universidad de Stanford, Estados Unidos).
- pIL13-luc: Contiene la región de -940 a +48 del promotor del gen humano de la 
IL-13 clonada en un vector pGL2-Basic (Dolganov et al, 1996). Cedido por el Dr. J. 
Aramburu (Universidad Pompeu Fabra, Barcelona).
- pNFAT-luc: Incluye 3 copias en tándem de la secuencia correspondiente al sitio distal 
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de unión de NFAT al promotor de IL-2 (elemento ARRE2) fusionado al promotor 
mínimo (-72/+47) del gen de IL-2 humano (Durand et al, 1988). Cedido por el Dr. G. 
R. Crabtree (Universidad de Stanford, Estados Unidos).
- (-1664/+83)RCAN1-luc: Región de -1664 a +83 del gen humano de RCAN1 (Cano 
et al, 2005; Minami et al, 2004). 
- (-350/+83)RCAN1-luc: Región de -350 a +83 del gen humano de RCAN1 (Cano et 
al, 2005; Minami et al, 2004).
- 638ANF-luc: Fragmento del promotor del gen de rata ANF (Atrial Natriuretic 
Factor) clonado en el vector pSVOAL Δ5’ (Knowlton et al, 1991). Cedido por la Dra. 
Youngsook Lee (Universidad de Wisconsin, Estados Unidos).
1.7.2. Plásmidos de expresión
- pcDNA3: Vector de clonaje para expresión de proteínas en eucariotas bajo la 
regulación del promotor de CMV (Invitrogen).
- pcDNA3.1 Gαq: Plásmido de expresión de la proteína heterotrimérica Gαq de ratón. 
Cedido por la Dra. Anna Aragay (IBMB, España) (Johansson et al, 2005).
- pEGFP-NFATc4: Plásmido de expresión que codifica para la proteína de fusión 
comprendida por la proteína EGFP (Enhanced Green Fluorescence Protein) y el 
factor de transcripción NFATc4 (Ichida & Finkel, 2001). (Addgene #10961).
- pEP1: Plásmido de expresión del receptor 1 de la prostaglandina E de rata. (OriGene 
#RN204660).
- pEP4: Plásmido de expresión del receptor 4 de la prostaglandina E de rata. (OriGene 
#RN206839).
- pGRK2 wt: Plásmido de expresión de la quinasa GRK2 en su forma silvestre clonada 
en el vector pcDNA3.1 (Benovic et al, 1989). Cedido por el Dr. J. L. Benovic (The 
Kimmerl Cancer Center, Estados Unidos).
- pGRK2 K220R: Plásmido de expresión de la quinasa GRK2 en su forma mutada 
clonada en el vector pcDNA3.1. La mutación supone un cambio de Lys por Arg en 
la posición 220 de la proteína, afectando al dominio quinasa de la enzima (Kong 
et al, 1994). Cedido por el Dr. J. L. Benovic (The Kimmerl Cancer Center, Estados 
Unidos).
- pmaxGFP: Plásmido de expresión de la proteína GFP (Green Fluorescence 
Protein), utilizado como control de transfección en la nucleofección de las células 
H9c2. Plásmido procedente de Amaxa (Cell Line Nucleofector Kit L, de Lonza).
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- pNFATc2-HA: Plásmido de expresión de una proteína de fusión que comprende 
la proteína NFATc2 de ratón unida al epítopo HA (human influenza hemagglutinin, 
secuencia de aminoácidos YPYDVPDYA), clonada en el vector pEF-BOS (Luo et 
al, 1996).
- pSVL/FLAG hFP R: Plásmido de expresión de hFP-Flag (proteína de fusión entre el 
epítopo Flag y el receptor FP humano) (Neuschafer-Rube et al, 2003). Cedido por 
el Dr. F. Neuschäfer-Rube (Universität Potsdam, Alemania).
- pTK-Hyg: Vector de selección que confiere resistencia a higromicina en células 




Las células Jurkat se transfectaron de manera estable con Lipofectamina-Plus 
siguiendo las indicaciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies). Se realizaron 
cuatro transfecciones independientes en medio libre de suero (OptiMEM, Invitrogen) a una 
densidad de 106 células/ml, con 2 μl de lipofectamina, 3 μl de reactivo Plus y 1,25 μg de 
ADN total por millón de células (1μg de plásmido pSVL/FLAG-hFP-R y 0,25 μg de plásmido 
pTK-Hyg). Las células se incubaron durante 4 horas a 37ºC tras lo cual se centrifugaron, 
se resuspendieron en RPMI al 10% de FCS y se incubaron durante 48 horas más a 37ºC 
antes de tratar con el antibiótico de selección higromicina (200 μg/ml), el cual se mantuvo 
durante al menos 10 días hasta conseguir células resistentes al mismo. Se obtuvieron 
diferentes cultivos celulares en los que se analizó la expresión del receptor FP transfectado 
mediante RT-PCR y Western blot, con el fin de seleccionar el más idóneo (Jurkat-FP).
2.2. Transfección transitoria
Las células Jurkat se transfectaron transitoriamente con Lipofectamina-Plus 
siguiendo las indicaciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies). La transfección 
de realizó en medio OptiMEM (Invitrogen) a una densidad de 106 células/ml, con 2 μl de 
lipofectamina, 3 μl de reactivo Plus y 1 μg de ADN total por millón de células (0,5 μg 
de plásmido reportero luciferasa y 0,5 μg de plásmido de expresión o plásmido control 
pcDNA3). En aquellos puntos no transfectados con plásmido de expresión, la cantidad 
de ADN total se corrigió con el vector vacío pcDNA3. Las células se incubaron durante 4 
horas a 37ºC tras lo cual se centrifugaron, se resuspendieron en RPMI 5% y se incubaron 
durante 18 horas más a 37ºC. Tras este tiempo, las células se trataron con los diferentes 
estímulos durante 4 horas y se lisaron con 50 μl de tampón de lisis comercial (Promega). 
Los extractos celulares se analizaron posteriormente en el ensayo de actividad luciferasa.
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 Las células H9c2 fueron transfectadas transitoriamente con Lipofectamina 2000 
siguiendo las indicaciones del fabricante (Invitrogen Life Technologies). Brevemente, las 
células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 105 células por pocillo 
y se incubaron toda la noche para permitir su adhesión a la placa. Al día siguiente las 
células se lavaron con PBS 1x atemperado (NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; PO4HNa212H2O 
8 mM; PO4H2K 1,5 mM) para eliminar restos de suero y antibióticos y se transfectaron 
en medio OptiMEM con 2 μl de lipofectamina 2000 y 1 μg de ADN total por punto (0,5 μg 
de plásmido reportero luciferasa y 0,5 μg de plásmido de expresión). En aquellos puntos 
no transfectados con plásmido de expresión, la cantidad de ADN total se corrigió con el 
vector vacío pcDNA3. Las células se incubaron con la mezcla de ADN-Lipofectamina 2000 
durante 4 horas a 37ºC. Pasado este tiempo se retiró el OptiMEM, se añadió DMEM 10% 
y se mantuvieron otras 18 horas a 37ºC. Tras este tiempo, las células se trataron con los 
diferentes estímulos según se indica en las figuras y se lisaron con 60 μl de tampón de lisis 
comercial (Promega) tras haber lavado previamente con PBS 1x atemperado. Los lisados 
se centrifugaron para separar los restos celulares del sobrenadante, usado posteriormente 
en el ensayo de actividad luciferasa. 
Para la transfección transitoria de las H9c2 con el plásmido pEGFP-NFATc4 se 
utilizó el kit de nucleofección “Amaxa Cell Line Nucleofector Kit L” (Lonza), siguiendo las 
recomendaciones indicadas por el fabricante. Brevemente, las células se resuspendieron 
en 100 μl de Solución L suplementada a una densidad de 0,4 x 106 células por punto y se 
añadieron 2 μg de ADN (pEGFP-NFATc4 ó pmaxGFP). La mezcla se transfirió a una cubeta 
de nucleofección y, tras el pulso, las células se incubaron con DMEM 10% atemperado 
a 37ºC. Finalizada la nucleofección, las células se repartieron en placas de 24 pocillos 
sobre cubre-objetos a una densidad de 0,1 x 106 células por cubre-objeto, y se dejaron 
recuperando 18 horas en el incubador. Las células se mantuvieron en medio carente de 
suero durante 24 horas antes de ser tratadas con los diferentes estímulos durante 4 horas, 
añadiendo la CsA 1 hora antes del resto de tratamientos. A este protocolo de transfección 
le siguió un protocolo de inmunofluorescencia para detectar la presencia de EGFP-NFATc4 
(ver más adelante).
En el caso de los cultivos primarios de cardiomiocitos, éstos fueron transfectados 
transitoriamente bien con lipofectamina 2000 o con el kit de nucleofección “Amaxa Rat 
Cardiomyocyte - Neonatal Nucleofector Kit” (Lonza), siguiendo las recomendaciones 
indicadas por el fabricante. Las células se resuspendieron en 100 μl de “Nucleofector 
Solution” a una densidad de 2 x 106 células por punto y se añadieron 5 μg de ADN total 
(2,5 μg de plásmido reportero y 2,5 μg de plásmido de expresión). La mezcla se transfirió 
a una cubeta de nucleofección y, tras el pulso, las células se incubaron con DMEM 15% 
atemperado a 37ºC. Tras la nucleofección, las células se repartieron a placas de cultivo de 
6 pocillos tratadas previamente con gelatina 1% y se dejaron recuperando 18 horas en el 
incubador. Transcurrido este tiempo, las células fueron tratadas con los diferentes estímulos 
durante 4 horas, añadiendo la CsA 1 hora antes del resto de tratamientos. Posteriormente 
las células se lisaron con 50 μl de tampón de lisis comercial (Promega) tras haber sido 
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lavadas previamente con PBS 1x atemperado. Los lisados se centrifugaron para separar 
los restos celulares del sobrenadante, usado posteriormente en el ensayo de actividad 
luciferasa. 
2.3. Actividad luciferasa
La obtención de extractos celulares se llevó a cabo mediante el tratamiento con el 
tampón de lisis comercial Luciferase Cell Culture Lysis Reagent, (Promega). La actividad 
luciferasa se determinó en un luminómetro “Monolight 2010” (Analytical Luminiscence 
Laboratory) tras la incubación de 20 μl de extracto celular con el sustrato luciferina (Luciferase 
Assay System, Promega). Los valores de actividad luciferasa obtenidos se normalizaron 
con respecto a la cantidad total de proteína medida en los lisados celulares mediante un 
ensayo del ácido bicinconínico (BCA, Pierce). Los resultados se presentan como unidades 
de luminiscencia relativa (RLUs) ± SD o como Veces de Inducción (RLUmuestra/RLUbasal) ± 
SD.
2.4. Obtención y análisis del ARN
La extracción del ARN total de las células se llevó a cabo utilizando el kit “Absolutely 
RNA Miniprep Kit” (Agilent Technologies), de acuerdo al protocolo recomendado por el 
fabricante. 
RT-PCR convencional: La obtención de ADNc se realizó por transcripción reversa a 
partir de 2 μg de ARN total usando la enzima retrotranscriptasa MuLV Reverse Transcriptase 
en presencia de hexámeros aleatorios que actúan de cebadores, inhibidores de RNasas 
y desoxinucleótidos trifosfato (Roche). Posteriormente, la expresión génica se determinó 
por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (AmpliTaq DNA polimerase, 
Roche), usando oligonucleótidos cebadores específicos (véase tabla de “Reactivos”). Las 
muestras de ADNc se amplificaron como sigue: Tras una desnaturalización inicial de 5 
minutos a 94ºC se programaron, dependiendo del transcrito a amplificar, 25-30 ciclos de 
45 segundos de desnaturalización a 94ºC, 45 segundos de anillamiento a una temperatura 
específica para cada cebador y 45 segundos de amplificación a 72ºC. Finalmente se realizó 
una elongación de 10 minutos a 72ºC. Los productos de la PCR se visualizaron mediante 
su separación en geles de agarosa al 1,5% y tinción con bromuro de etidio.
RT-PCR cuantitativa: Para el análisis de la expresión génica mediante RT-PCR 
cuantitativa a tiempo real, se realizó la transcripción reversa del ARNm utilizando el kit 
“High Capacity cDNA Archive Kit” (Applied Biosystems) y se amplificó usando el kit “Taqman 
Universal PCR Master Mix”, con sondas “Taqman MGB” específicas para cada gen (véase 
tabla “Sondas para PCR cuantitativa”), en un aparato de PCR “ABI PRISM 7900HT” (Applied 
Biosystems) en el servicio de genómica del Parque Científico de Madrid. La cuantificación 
de la expresión de ARNm se realizó comparando el ciclo umbral de expresión (ΔΔCt) 
de las muestras con respecto al basal, siguiendo las instrucciones del fabricante (SDS 
2.1 software, Applied Biosystems). Todas las muestras se ensayaron por triplicado y se 
normalizaron por la expresión de los genes endógenos 18S, GAPDH o β-actina. Los datos 
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se representaron en forma de Veces de Inducción ± SD. 
2.5. Obtención y análisis de proteínas
Para la obtención de extractos celulares totales, una vez sometidas a los distintos 
tratamientos, las células se trataron con tripsina, se lavaron con tampón fosfato salino 
(PBS) 1x frío y se lisaron en tampón de lisis IGEPAL (50 mM Tris-HCl pH 8; 10 mM 
EDTA; 150 mM NaCl; 0,1% SDS; 1% IGEPAL) con inhibidores de proteasas (leupeptina, 
aprotinina y pepstatina a una concentración de 10 μg/ml y 0,5 mM phenyl-methylsulphonyl 
fluoride (PMSF)) e inhibidores de fosfatasas (1 mM Na3VO4, 10 mM Na2MoO4 y 1 mM 
NaF). Las células se lisaron durante 30 minutos a 4ºC. Posteriormente se centrifugaron 
y se cuantificó la cantidad total de proteína mediante un ensayo BCA (Pierce). De cada 
muestra se separaron 30 μg de proteína a los que se añadió tampón de carga a un volumen 
equivalente (2% SDS; 10% glicerol; 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 5% 2-mercaptoetanol; 0,01% 
azul de bromofenol), se hirvieron durante 5 minutos y se resolvieron mediante electroforesis 
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Estos geles se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en cámara húmeda con Tris-glicina 
al 20% de metanol. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente 
en una solución de TBS-T (20 mM Tris HCl pH7,6; 137 mM NaCl y 0,1% Tween 20) con 
leche desnatada al 5% y se incubaron durante 18 horas a 4ºC con el anticuerpo específico 
diluido en solución de bloqueo. Tras tres lavados con TBS-T, las membranas se incubaron 
durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario específico conjugado 
a peroxidasa, diluido en solución de bloqueo. Tras dos lavados con TBS-T y un tercero con 
TBS (20mM Tris HCl pH7,6; 137 mM NaCl), las membranas se revelaron con el reactivo 
quimio-luminiscente “Supersignal West Dura Extended Duration Substrate” (Pierce) para 
identificar las bandas de proteínas reconocidas por el anticuerpo tras su exposición a 
películas autorradiográficas.
Para la obtención de extractos citosólicos y nucleares, las células se sembraron con 
DMEM 10% FCS a una densidad de 2 x 106 células en frascos de 75 cm2 y se mantuvieron 
con DMEM 2% FCS durante 18 horas y durante el tiempo de tratamiento de los estímulos 
(4 horas). Pasado este tiempo, las células se lavaron con PBS 1x y se levantaron con 
rascador y PBS frío con inhibidores de fosfatasas (1 mM Na3VO4, 10 mM Na2MoO4 y 1 
mM NaF). A continuación las células se lisaron en tampón A frío (10 mM HEPES pH 7,6; 
10 mM KCl; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM EGTA más los inhibidores de proteasas y fosfatasas 
descritos anteriormente) durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente se añadió el detergente 
IGEPAL a una concentración final de 0,6%, se agitó durante 10 segundos y las muestras 
se centrifugaron a 4ºC durante 30 segundos a 13000 rpm en minifuga. El sobrenadante se 
recuperó como fracción citosólica, mientras que el precipitado, constituido por los núcleos 
celulares, fue lisado en tampón C frío (20 mM HEPES pH 7,6; 0,4 M NaCl; 1 mM EDTA; 
1 mM EGTA más los inhibidores de proteasas y fosfatasas descritos anteriormente). Tras 
agitación fuerte durante 10 segundos, las muestras se incubaron 30 minutos a 4ºC en 
agitación continua. La fracción nuclear se obtuvo tras la centrifugación de las muestras a 
13000 rpm durante 10 minutos y a 4ºC. La cuantificación de proteína en ambos extractos 
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se realizó mediante el método de Bradford (Bio-Rad).
El densitometrado de las bandas obtenidas en las películas autorradiográficas, se 
llevó a cabo en el densitómetro GS-800 (BioRad) utilizando el programa Quantity One 1-D 
Analysis Software versión 4.6.3 (BioRad).
2.6. Inmunofluorescencia
La translocación al núcleo de NFAT se analizó mediante inmunofluorescencia. 
Para ello, las células se sembraron sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos. En el 
caso de los cardiomiocitos, los cubreobjetos fueron tratados previamente con gelatina 1% 
y transferidos a placas de 24 pocillos sin gelatina. En el caso de las células Jurkat, los 
cubreobjetos fueron pre-tratados con poli-lisina (50 μg/ml). Las células H9c2 no requirieron 
de ningún tratamiento previo de la placa de cultivo para su adhesión. Una vez adheridas 
las células, se añadieron los distintos tratamientos durante 4 horas, añadiendo la CsA 1 
hora antes. Transcurrido este tiempo, y tras tres lavados con PBS 1x, las células se fijaron 
durante 10 minutos con paraformaldehído al 3,7%, se lavaron 5 minutos con etanol al 70% 
y se permeabilizaron durante 5 minutos con 0,2% Tritón X-100. Posteriormente se eliminó 
la autofluorescencia de las células mediante la incubación con NH4Cl (50 mM en PBS, pH 8) 
durante 10 minutos. Las células se bloquearon con BSA al 2% en PBS durante 30 minutos 
y posteriormente se incubaron durante 1 hora en cámara húmeda con los anticuerpos 
primarios específicos diluidos en solución de bloqueo para, tras varios lavados con PBS, 
incubarse durante 1 hora con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a 
fluorocromos o con Faloidina-TRITC en el caso correspondiente. La tinción de los núcleos 
celulares se realizó incubando las muestras con 4,6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato 
(DAPI, Calbiochem). Para el montaje de los cubreobjetos con Mowiol (Aldrich), éstos se 
lavaron previamente con PBS y agua destilada y se deshidrataron con etanol al 70%. 
Las muestras montadas se dejaron secar durante 18 horas a temperatura ambiente antes 
de ser guardadas a 4ºC. Las imágenes se capturaron en el microscopio de fluorescencia 
invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una cámara ccd monocroma y color SPOT RT 
Slider (Diagnostic) del servicio de Microscopía Óptica y Confocal del CBMSO.
Para medir la intensidad de fluorescencia dentro del núcleo, las fotos a 16 bits en 
blanco y negro para cada canal de fluorescencia fueron analizadas con el programa Image 
J, ajustando un umbral automático en el canal del DAPI para detectar los núcleos y generar 
partículas “ROI” en las que se analizó la intensidad de fluorescencia presente en el canal 
correspondiente a la tinción de NFAT.
2.7. Medida de la movilización de calcio
Ensayos de movilización de calcio con Fluo-3 AM: Las células Jurkat (106 células/
ml) fueron resuspendidas en medio HBSS suplementado con Ca2+ (1 mM) y 0,5 % de BSA 
e incubadas con la sonda fluorescente de unión a calcio Fluo-3AM (4 μM) durante 30 
minutos a 37ºC. Tras tres lavados, las células cargadas con la sonda fueron analizadas 
por citometría de flujo (FACSCalibur, de Becton Dickinson) durante 1 minuto antes de 
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añadir el estímulo PGF2α (1 μM) y analizar durante 4 minutos. En último lugar se añadió el 
Ionóforo de calcio A23187 (4 μM) para establecer la máxima cantidad de calcio que podía 
ser movilizada. Los datos se analizaron utilizando el software FLOWJO.
Ensayos de movilización de calcio con Fura-2: Los cardiomiocitos primarios de 
ratas neonatas se cultivaron sobre cubreobjetos pre-tratados con gelatina y se incubaron 
con la sonda Fura-2 (5 μM, Invitrogen) en medio HCSS sin calcio (120 mM NaCl; 0,8 mM 
MgCl2; 25 mM HEPES; 5,4 mM KCl pH 7,4; Glucosa 15 mM) suplementado con 0,05 % 
de ácido plurónico F-127 (Invitrogen), durante 30 minutos a 37ºC. Después se lavaron e 
incubaron en medio HCSS con calcio (CaCl2 2 mM) durante 30 minutos más a 37ºC, tras 
lo cual los cubres se montaron en la cámara de perfusión de un microscopio Zeiss y se 
analizó la fluorescencia usando longitudes de excitación de 340 y 380 nm y un filtro de 
emisión a 510 nm con un objetivo Neofluar de 40x/0,75 durante un minuto, y durante 12 
minutos tras añadir el estímulo PGF2α (1 μM). El análisis posterior se llevó a cabo utilizando 
el software Aquacosmos 2.6. Los cambios en la concentración de calcio intracelular se 
expresaron como el ratio de la intensidad de fluorescencia a 340 y a 380 nm (F340/F380). 
Las longitudes de onda de 340 nm y 380 nm se corresponden con las longitudes de 
excitación de la sonda unida a Ca2+ y la sonda libre, respectivamente, de manera que las 
mediciones se independizan de la cantidad total de sonda disponible en cada célula (sonda 
ratiométrica).
2.8. Medida de prostaglandinas: Ensayo por inmunoabsorción ligado a 
enzimas (ELISA)
El análisis de la cantidad de Prostaglandina F2α producida por las células H9c2 se 
llevó a cabo utilizando sobrenadantes obtenidos en ensayos con ácido araquidónico. Tras 
el tratamiento con los correspondientes estímulos, las células fueron resuspendidas en 
medio HBSS con Ca2+, Mg2+ y 1 mg/ml de BSA, pH 7,4 e incubadas con ácido araquidónico 
(30 μM) durante 30 minutos a 37ºC. El sobrenadante se utilizó para medir la cantidad 
de PGF2α mediante inmuno-ensayos competitivos con kits EIA (Cayman) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.
2.9. Análisis estadístico
Los datos presentados en el apartado “Resultados” están expresados como la 
media aritmética ± la desviación estándar de los resultados obtenidos en los diversos 
experimentos sobre muestras ensayadas por triplicado. Los datos han sido analizados 
con el software GraphPad Prism 4.0 mediante el análisis de la varianza (one- o two-way 
ANOVA) seguido del test de Bonferroni. También se llevaron a cabo análisis mediante el 
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1. Acciones de la prostaglandina F2α en linfocitos T
Los linfocitos T juegan un papel importante en el proceso inflamatorio, siendo una 
de las principales fuentes de moléculas mediadoras como las quimioquinas y las citoquinas, 
incluyendo interleuquinas (IL), interferones (IFN) y el factor de necrosis tumoral (TNF), 
entre otras. Entre los mediadores lipídicos producidos en el proceso inflamatorio destacan 
los eicosanoides, los cuales incluyen a los prostanoides (Feldmann et al, 1989; Moulton, 
1996). Estos mediadores cobran especial importancia en el desarrollo de enfermedades de 
etiología muy diversa, tales como la artritis reumatoide (Akaogi et al, 2006), el alzhéimer 
(Wei et al, 2010), o alteraciones cardiovasculares como la aterosclerosis o la hipertrofia 
cardiaca (Basu, 2010; Yuhki et al, 2011). 
En ensayos previos realizados en nuestro laboratorio se observó que, tras su 
activación, tanto las células Jurkat como linfocitos T humanos obtenidos de sangre periférica 
de donantes, producían prostanoides entre los que destacaba la PGF2α (Cacheiro-Llaguno, 
2010). Otras células del sistema inmune, como los macrófagos, también son capaces de 
producir cantidades relevantes de PGF2α tras su activación (Lee et al, 2012). Sin embargo, 
hasta la fecha, no se han descrito en detalle las acciones de esta prostaglandina en el 
sistema inmune.
Para profundizar en el estudio de los efectos de la PGF2α en linfocitos T, se usó la 
línea celular linfoblástica T Jurkat parental, así como la línea celular Jurkat-FP obtenida 
mediante transfección estable con un vector de expresión del receptor humano de la 
PGF2α (FP). La presencia del receptor FP, tanto en la línea parental Jurkat, como en las 
células Jurkat-FP, se determinó mediante Western blot. Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto la presencia del receptor FP en las células Jurkat y su sobre-expresión en las 
células transfectadas (Figura 1A). Como control de la expresión de FP se utilizaron extractos 
de útero de rata, tejido que presenta niveles basales de expresión de este receptor FP en 
condiciones normales.
1.1 Movilización de calcio en respuesta a PGF2α
La PGF2α media sus acciones biológicas tras su unión al receptor FP. Este receptor 
pertenece a la familia de receptores de siete dominios transmembrana acoplados a 
proteínas G (GPCR). El FP se acopla principalmente con la proteína Gαq, activando la 
fosfolipasa C, la cual promueve la producción de diacilglicerol e inositol-3-fosfato (IP3), 
llevando este último a la movilización de calcio (Ca2+) intracelular (Milne & Jabbour, 2003). 
Por ello, en primer lugar, estudiamos la capacidad de inducir la movilización de Ca2+ tras 
el tratamiento con PGF2α en las líneas celulares Jurkat y Jurkat-FP. En estas células se 
analizó, mediante citometría de flujo en presencia de la sonda fluorescente indicadora de 
Ca2+ Fluo-3AM, la variación de fluorescencia tras el tratamiento con PGF2α, o con ionóforo 
de Ca2+ A23187 como control. Como se puede observar en la Figura 1B, el tratamiento con 
PGF2α produjo un incremento transitorio de la movilización de Ca
2+ en las células Jurkat que 
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Figura 1. Movilización de Ca2+ en células Jurkat. (A) Análisis de la expresión del receptor FP 
mediante Western blot con extractos celulares obtenidos de células Jurkat parentales (Jurkat) 
o transfectadas establemente con un vector de expresión del receptor FP (Jurkat-FP). Como 
control de la expresión del receptor FP se usaron extractos obtenidos de útero de rata. Los niveles 
de expresión de la proteína b-actina se usaron como control de carga. (B) Las células Jurkat 
o Jurkat-FP se incubaron con la sonda fluorescente indicadora de Ca2+ Fluo-3AM. Mediante 
citometría de flujo se analizó el incremento de la fluorescencia en respuesta al tratamiento con 
PGF2α (1 µM)  a lo largo del tiempo. El ionóforo de Ca
2+ A23187 (4 µM) se añadió en último 
lugar para establecer la máxima cantidad de calcio movilizable. Los resultados obtenidos se 
representan como porcentaje de fluorescencia, tomando como 100% la fluorescencia máxima 
tras la incubación con el ionóforo de calcio A23187, lo que da una medida relativa del porcentaje 
de calcio movilizado por las células.
1.2. Activación del factor de transcripción NFAT por agonistas del receptor FP
La señal de Ca2+ en linfocitos T permite la activación de la calmodulina (CaM), 
proteína capaz de activar un amplio rango de proteínas citosólicas, entre las que se 
encuentra la fosfatasa calcineurina. La activación de la calcineurina conduce a su vez 
a la desfosforilación del factor de transcripción NFAT , lo que deja expuesta una señal 
de localización nuclear que permite la entrada de este factor al núcleo, donde actuará 
regulando la expresión de genes diana (Feske et al, 2003; Macian, 2005; Ortega-Perez & 
Redondo, 2000).
1.2.1. Translocación de NFAT al núcleo
Con el fin de determinar si la PGF2α era capaz de inducir la translocación del factor 
del citoplasma al núcleo, las células Jurkat se co-transfectaron con un plásmido que 
expresa la proteína NFATc2 unida al epítopo HA junto con un vector de expresión vacío 
(pcDNA3) o con un vector de expresión del receptor FP. Tras la transfección, las células se 
trataron con PGF2α o con una combinación del éster de forbol TPA junto con el ionóforo de 
Ca2+ A23187 (TPA+Io), en presencia o ausencia del fármaco inmunosupresor Ciclosporina 
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A (CsA), durante 4 horas. El tratamiento con TPA+Ionóforo, estímulo farmacológico de 
activación de linfocitos T que mimetiza la activación de éstos a través del complejo TCR/
CD3, usado como control, indujo la translocación de NFATc2 al núcleo tanto en ausencia 
como en presencia de FP co-transfectado. Como era de esperar, la translocación al núcleo 
de NFATc2 por TPA+Ionóforo se vio inhibida en presencia de CsA, fármaco inhibidor de la 
actividad fosfatasa de la calcineurina (Figuras 2 y 3).
Por otro lado, el tratamiento con PGF2α indujo la translocación de NFATc2 al núcleo 
de forma similar a lo observado con el tratamiento con TPA+Ionóforo en las células co-
transfectadas con el receptor FP (Figura 3), mientras que no lo hizo en las células Jurkat 
transfectadas con el plásmido control pcDNA3 (Figura 2). El pretratamiento con CsA 
inhibió la translocación del factor NFATc2 al núcleo mediada por PGF2α en las células co-
transfectadas con el receptor FP (Figura 3). 
En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la capacidad de la PGF2α, a 
través de su unión al receptor FP, de inducir la activación de la ruta de señalización Ca2+/
calcineurina, promoviendo la translocación al núcleo de NFAT.
1.2.2. Regulación de la actividad transcripcional mediada por NFAT
Una vez determinada la implicación de PGF2α en el proceso de activación de NFAT, 
el siguiente paso fue comprobar su papel en la modulación de la actividad transcripcional 
mediada por este factor, el cual actúa modulando la expresión génica a través de su unión 
a elementos de respuesta en el ADN. Para ello, las células Jurkat se transfectaron con 
el plásmido indicador NFAT-luc, el cual contiene tres copias en tándem de la secuencia 
correspondiente al sitio distal de unión de NFAT al promotor de IL-2, junto con un vector 
de expresión del receptor FP, y se trataron con PGF2α o con el agonista del receptor FP 
Fluprostenol, en presencia o ausencia de CsA. Como se muestra en la figura 4A, tanto 
la PGF2α como el Fluprostenol, fueron capaces de inducir eficientemente la actividad 
transcripcional mediada por NFAT tras la sobre-expresión del receptor FP. Esta inducción 
fue inhibida en presencia de CsA.
Los elementos de respuesta a NFAT de la IL-2 contenidos en el plásmido NFAT-
luc están formados por sitios compuestos de unión de NFAT y el complejo AP-1 (Rao 
et al, 1997), siendo necesaria la activación de ambos factores de transcripción para la 
inducción transcripcional de la construcción NFAT-luc. Con el fin de determinar el efecto de 
los agonistas FP sobre un elemento de respuesta a NFAT descrito como no dependiente 
de AP-1,como el presente en el promotor de la interleuquina-13, se realizaron ensayos 
luciferasa con la construcción IL-13-NFAT-luc (De Boer et al, 1999). El perfil de activación 
transcripcional mediada por el sitio NFAT de la IL-13 fue similar al obtenido con el sitio NFAT 
de la IL-2, observándose un incremento en la actividad luciferasa tras el tratamiento con los 
agonistas PGF2α o Fluprostenol, en presencia del receptor FP (Figura 4B). El tratamiento 




















































F-Actina NFATc2-HA Superposición Núcleo 
Figura 2. Efecto de la PGF2α sobre la translocación al núcleo de NFATc2 en células Jurkat. 
Las células Jurkat se co-transfectaron con el plásmido pNFATc2-HA que expresa la proteína 
NFATc2 unida al epítopo HA, junto con un vector de expresión vacío pcDNA3. Posteriormente 
se trataron con PGF2α (1 μM) o TPA + Ionóforo (15 ng/ml + 1 μM) durante 4h, en presencia o 
ausencia de CsA (100 ng/ml). Las células fueron fijadas y permeabilizadas sobre cubreobjetos. 
Para la tinción de la proteína NFATc2 transfectada se utilizó un anticuerpo primario anti-HA junto 
con un anticuerpo secundario anti-IgG acoplado al fluoróforo Alexa 488 (verde). Los filamentos 
de actina se detectaron usando Faloidina TRITC (rojo). Los núcleos se tiñeron con Dapi (azul). 
Las imágenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia invertido Axiovert200 (Zeiss) 
acoplado a una cámara ccd monocroma y color SPOT RT Slider (Diagnostic). (A) Imágenes 
representativas de un experimento de los 3 realizados por duplicado. (B) Análisis de la intensidad 
de fluorescencia verde dentro del núcleo en al menos 5 fotografías de cada condición usando el 
programa Image J. *** p<0,001 respecto al control. ### p<0,001 respecto al mismo estímulo en 
ausencia de CsA. IF: Intensidad de Fluorescencia.
                                                                                                    Resultados








































NFATc2-HA + FP 
B 









Figura 3. Efecto de la PGF2α sobre la translocación al núcleo de NFATc2 en células Jurkat. 
Las células Jurkat se co-transfectaron con el plásmido pNFATc2-HA que expresa la proteína 
NFATc2 unida al epítopo HA, junto con el vector de expresión para el receptor FP, pSVL/Flag-
hFP-R. Posteriormente se trataron con PGF2α (1 μM) o TPA + Ionóforo (15 ng/ml + 1 μM) durante 
4h, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). Las células fueron fijadas y permeabilizadas 
sobre cubreobjetos. Para la tinción de la proteína NFATc2 transfectada se utilizó un anticuerpo 
primario anti-HA junto con un anticuerpo secundario anti-IgG acoplado al fluoróforo Alexa 488 
(verde). Los filamentos de actina se detectaron usando Faloidina TRITC (rojo). Los núcleos 
se tiñeron con Dapi (azul). Las imágenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia 
invertido Axiovert200 (Zeiss) acoplado a una cámara ccd monocroma y color SPOT RT Slider 
(Diagnostic). (A) Imágenes representativas de un experimento de los 3 realizados por duplicado. 
(B) Análisis de la intensidad de fluorescencia verde dentro del núcleo en al menos 5 fotografías 
de cada condición usando el programa Image J. *** p<0,001 respecto al control. ### p<0,001 












































































































































































































































Figura 4. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la activación transcripcional 
dependiente de  NFAT en células Jurkat. Las células Jurkat se cotransfectaron con 0,5 μg 
del plásmido NFAT-luc (A) o del plásmido IL-13-NFAT-luc (B), junto con 10 ng del plásmido de 
expresión de FP, pSVL/Flag-hFP-R (FP) o el plásmido vacío pcDNA3 como control. Las células 
se trataron con CsA (100 ng/ml) desde 1 h antes de estimular con PGF2α o con Fluprostenol 
(1 μM) durante 4 horas. (C) Las células Jurkat se transfectaron con el plásmido NFAT-luc junto 
con plásmidos de expresión para los receptores FP, EP1, EP4 o el plásmido pCDNA3. Tras la 
transfección se trataron con PGF2α , Fluprostenol (10 nM y 1 μM), PGE2 (10 nM) o TPA + Ionóforo 
(15 ng/ml + 1 μM)  durante 4 horas. La actividad luciferasa obtenida, medida en los lisados 
celulares, se representa como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001 con 
respecto al mismo estímulo sin receptor, ### p<0,001 respecto al mismo estímulo en ausencia 
de CsA);  ★★★ p<0,001 respecto al control).
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Debido a las similitudes estructurales existentes entre las prostaglandinas y a 
que el grado de especificidad de sus receptores los hace a veces permisivos a la hora 
de reconocer otras prostaglandinas (Ricciotti & FitzGerald, 2011; Yuhki et al, 2011), nos 
preguntamos si la PGF2α podría estar regulando la actividad transcripcional de NFAT a 
través de otros receptores de prostanoides, además del FP. Al igual que el receptor de 
PGF2α, el receptor EP1 para la PGE2 señaliza a través de una proteína Gαq, incrementando 
los niveles de Ca2+ intracelular. En cambio, interaccionando con el receptor EP4, la PGE2 
promueve un incremento de AMPc intracelular al estar acoplado este receptor a proteínas 
Gαs (Regan, 2003; Yokoyama et al, 2013). Con el fin de determinar los posibles efectos 
de PGF2α sobre la actividad transcripcional de NFAT a través de estos receptores, las 
células Jurkat fueron co-transfectadas con el plásmido indicador NFAT-luc junto con el 
plásmido pcDNA3, o con vectores de expresión para los receptores EP1, EP4 o FP, y 
se trataron con PGE2 (10 nM) o con distintas dosis de PGF2α o Fluprostenol (10 nM y 1 
μM). Como control de la activación transcripcional de NFAT, las células se trataron con 
TPA+Ionóforo (Figura 4C). En las células transfectadas con el receptor FP, el tratamiento 
con los agonistas PGF2α y Fluprostenol, a cualquiera de las dosis estudiadas produjo un 
incremento en la actividad transcripcional de NFAT que no tuvo lugar cuando esas mismas 
células se trataron con PGE2. En el caso de las células transfectadas con el receptor EP1, 
la actividad transcripcional de NFAT fue inducida tanto por PGE2 (10 nM) como por PGF2α 
a la dosis de 1 μM, no observándose diferencias respecto a las células transfectadas con 
el plásmido vacío pcDNA3 con el tratamiento a dosis más bajas de PGF2α (10 nM) o con 
Fluprostenol a cualquiera de las dosis usadas. Por último, el tratamiento con los estímulos 
en células transfectadas con el vector de expresión del receptor EP4 no produjo cambios 
en la actividad transcripcional de NFAT respecto a las células transfectadas con el plásmido 
control pcDNA3.
1.2.3. Participación de Gαq en la activación transcripcional dependiente de NFAT a 
través del receptor FP.
 Con el fin de certificar que la subunidad Gαq juega un papel esencial en la inducción 
transcripcional de NFAT mediada por la activación del receptor FP, se realizaron ensayos 
de co-transfección en células Jurkat con el plásmido NFAT-luc combinado con un plásmido 
de expresión para la proteína Gαq, ya fuera sólo, o junto con el plásmido de expresión del 
receptor FP. Comprobamos que la sobre-expresión de Gαq incrementó sustancialmente 
la activación transcripcional mediada por NFAT en respuesta a PGF2α, siendo este efecto 
inductor mucho mayor en las células que sobre-expresan el receptor FP. En ambos casos, 
la inducción observada tras la sobre-expresión de Gαq fue sensible a CsA (Figura 5A). 
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Figura 5. Efectos de la expresión de Gαq o GRK2 sobre la regulación de la activación 
transcripcional dependiente de NFAT por los agonistas del receptor FP. (A) Las células 
Jurkat fueron co-transfectadas con el plásmido NFAT-luc junto con el plásmido control pcDNA3 
o el plásmido de expresión para Gαq sólo o junto con el plásmido de expresión del receptor FP. 
Las células se trataron con CsA (100 ng/ml) desde una hora antes de estimular con PGF2α (1 μM) 
durante 4 horas. La actividad luciferasa está representada como veces de inducción (RLUmuestra/
RLUcontrol) ± SD. (*** p<0,001; ** p<0,01 respecto al control) (### p<0,001; ## p<0,01 respecto al 
estímulo en ausencia de CsA). (B) Las células Jurkat fueron co-transfectadas con el plásmido 
NFAT-luc junto con el plásmido control pcDNA3 o con distintas cantidades de plásmidos de 
expresión de las proteínas GRK2 en su versión silvestre (GRK2 wt) o su versión mutada (GRK2 
K220R), en presencia del plásmido de expresión del receptor FP. Las células se trataron con 
Fluprostenol (1 μM) durante 4 horas. La actividad luciferasa está representada como veces de 
inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001 respecto al control). (### p<0,001 respecto al 
mismo estímulo en ausencia de GRK2 wt o GRK2 K220R). 
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Una evidencia adicional sobre el papel del receptor FP y la proteína Gαq en la 
regulación del factor NFAT por PGF2α se obtuvo mediante el estudio de la influencia de la 
quinasa GRK2 (G protein-coupled receptor kinase) sobre la actividad transcripcional de 
NFAT. Las GRKs son proteínas quinasas que regulan el proceso de desensibilización de 
numerosos receptores acoplados a proteínas G, utilizando mecanismos tanto dependientes 
como independientes de la fosforilación del receptor (Evron et al, 2012). En el caso de la 
GRK2, se ha descrito que es capaz de interaccionar selectivamente con Gαq interfiriendo 
en su interacción con receptores y efectores asociados (Sallese et al, 2000). La influencia 
de GRK2 sobre la inducción de la actividad de NFAT a través de la activación del receptor 
FP, se analizó mediante la transfección de cantidades crecientes (0,1 o 0,5 µg) de plásmidos 
de expresión de una versión silvestre (wt) de la GRK2 o de una versión mutada de la misma 
en el dominio quinasa (GRK2 K220R) en células Jurkat que sobre-expresaban el receptor 
FP. Como se muestra en la figura 5B, la inducción de la actividad transcripcional mediada 
por NFAT tras el tratamiento con Fluprostenol fue inhibida en presencia de dosis crecientes 
de GRK2 wt. Por otro lado, la sobre-expresión de la GRK2 K220R interfirió negativamente 
en la activación de NFAT tan sólo a la dosis mayor de plásmido co-transfectado.
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1.3. Activación de la transcripción de genes dependientes de NFAT por 
agonistas del receptor FP
La activación de NFAT, en cooperación con otros factores de transcripción como 
AP-1, interviene en la regulación de la expresión de una serie de genes involucrados en las 
funciones del sistema inmune que poseen elementos de respuesta a NFAT en la secuencia 
de sus regiones promotoras. Entre éstos se encuentran los genes de la interleuquina-2 
(IL-2), de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Iniguez et al, 2000; Urso et al, 2011), o el gen del 
regulador de calcineurina RCAN-1 (Rothermel et al, 2003), entre otros.
Con el fin de analizar a nivel transcripcional el efecto de los agonistas del receptor 
FP sobre la expresión de los genes COX-2, IL-2 y RCAN-1 se co-transfectaron células 
Jurkat con el vector de expresión del receptor FP junto con plásmidos que contenían el gen 
indicador luciferasa bajo el control de las regiones promotoras de dichos genes. Las células 
se trataron durante 4 horas con PGF2α, Fluprostenol o con TPA+Ionóforo, en presencia 
o ausencia de CsA y se analizó la actividad luciferasa en los lisados celulares. Como se 
muestra en la figura 6, los tratamientos con los agonistas del FP, PGF2α y Fluprostenol, 
al igual que el control con TPA+Ionóforo, promovieron un incremento, en mayor o menor 
medida, dependiendo del gen en estudio, de la transcripción mediada por los promotores 
de los tres genes estudiados, COX-2, IL-2 o RCAN-1. El tratamiento previo con CsA produjo 
una inhibición de dicha inducción.














































































































































































Figura 6. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la activación transcripcional de 
COX-2, IL-2 y RCAN-1. Las células Jurkat se cotransfectaron con 0,5 μg de los plásmidos 
COX2-luc, IL2-luc o RCAN1-luc conteniendo secuencias de la región promotora de estos genes, 
junto con 10 ng del plásmido de expresión de FP, pSVL/FLAG-hFP-R. Las células se pretrataron 
con CsA (100 ng/ml) 1 h antes de estimular con PGF2α,  Fluprostenol (1 μM)  o TPA + Ionóforo 
(15 ng/ml + 1 μM) durante 4 h. La actividad luciferasa, medida en los lisados celulares, está 
representada como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001 respecto al 
control. ### p<0,001 respecto al mismo estímulo en ausencia de CsA). 
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En conclusión, los resultados obtenidos tras el estudio de los efectos de los 
agonistas del receptor FP en la activación de células T, ponen de manifiesto la implicación 
de la señalización mediada por este receptor en la activación de NFAT mediada por 
Ca2+/calcineurina. La activación de NFAT por los agonistas del receptor FP promueve la 
inducción transcripcional de genes dependientes de este factor implicados en la activación 
del linfocito T como IL-2, en inflamación como COX-2, o en la propia regulación del factor 
de transcripción como RCAN-1.
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2. Acciones de la prostaglandina F2α en cardiomiocitos
 La PGF2α se encuentra asociada a los factores de riesgo que participan en la 
enfermedad cardiovascular. Así, esta prostaglandina se encuentra elevada en pacientes 
con diabetes de tipo 2, con obesidad o en fumadores (Basu, 2007). Además, la PGF2α es un 
potente vaso- y bronco- constrictor debido a sus efectos en la contracción del músculo liso 
(Basu, 2010) habiéndose descrito además efectos hipertróficos de PGF2α sobre este tipo 
celular (Fan et al, 2010). Ensayos experimentales han puesto de manifiesto que el infarto, 
la isquemia y la sobrecarga de presión incrementan la formación de prostaglandinas en el 
miocardio (Jiang et al, 2005; Karmazyn, 1989). A su vez, la PGF2α se ha visto involucrada 
en el remodelado cardiaco y vascular generado en la hipertrofia cardiaca (Jiang et al, 2005; 
Lai et al, 1996).
Por otro lado, la señalización por Ca2+ juega un papel crítico en la generación de 
hipertrofia cardiaca inducida por varios estímulos hipertróficos como la angiotensina II, la 
fenilefrina, la endotelina I o el estrés mecánico (Molkentin et al, 1998). El incremento de 
Ca2+ intracelular permite la activación de la calmodulina y con ello la activación de varias 
proteínas como la calcineurina, mediador clave en la hipertrofia cardiaca por su papel en la 
activación del factor de transcripción NFAT (Molkentin et al, 1998; Schulz & Yutzey, 2004).
En vista de los resultados obtenidos en linfocitos T sobre la implicación de la PGF2α 
en la activación de NFAT, y a la vista de la importancia tanto de esta prostaglandina como 
de NFAT en el proceso hipertrófico, nos preguntamos sobre la posible regulación de este 
factor de transcripción por la PGF2α en células cardiacas. 
2.1 Inducción de hipertrofia en cardiomiocitos
 En primer lugar, se analizaron los niveles de expresión del receptor FP en células 
cardiacas. Para ello, se realizaron ensayos de RT-PCR para el estudio de los niveles de 
ARNm (Figura 7A) y ensayos de Western blot para el estudio de los niveles de proteína 
(Figura 7B), tanto en cardiomiocitos (NRVMs; neonatal rat ventricular myocytes) como 
en fibroblastos cardiacos (NRVFs; neonatal rat ventricular fibroblasts) obtenidos de ratas 
neonatas, así como en la línea celular de mioblastos cardiacos de rata H9c2. Los resultados 
obtenidos ponen de manifiesto que los mayores niveles de expresión basal del receptor 
FP tanto a nivel de ARNm como de proteína se presentan en cardiomiocitos. Por su parte, 
los fibroblastos cardiacos muestran unos niveles de expresión del receptor FP menores, 
similares a los presentes en tejido de útero de rata. En el caso de las células H9c2 se 
detectaron niveles basales muy bajos de receptor FP a nivel de proteína. Los niveles de 
expresión del receptor en los cardiomiocitos nos dan una idea de la posible importancia de 
la señalización a través del mismo en este tipo celular.
Estudios previos han descrito la capacidad de la PGF2α de promover hipertrofia 
cardiaca (Adams et al, 1996; Lai et al, 1996). El análisis del efecto no sólo de la PGF2α, 
sino también del agonista del receptor FP, Fluprostenol, sobre el tamaño celular llevado a 
cabo en nuestros cultivos de cardiomiocitos de ratas neonatas, puso de manifiesto el efecto 
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Figura 7. Expresión del receptor FP en  células cardiacas. La expresión del receptor FP 
se determinó mediante RT-PCR (A) y Western blot (B)  en  cardiomiocitos neonatales de rata 
(NRVMs), fibroblastos cardiacos (NRVFs), además de en la línea celular de mioblastos cardiacos 
de rata H9c2. Como control de la expresión del receptor FP se usaron extractos obtenidos de 
útero de rata. Los niveles de expresión endógena del ARNr 18S y de la proteína b-actina se 






























hipertrófico de estos compuestos, con un incremento en el área celular de los cardiomiocitos 
(Figura 8A). El análisis del tamaño celular de los cardiomiocitos teñidos con un anticuerpo 
frente a la α-actina sarcomérica, permitió definir un incremento de 2,6 a 3 veces del área 
celular media, respecto a los cardiomiocitos controles sin tratamiento (Figura 8B).



























Figura 8. Inducción de hipertrofia en cardiomiocitos tras el tratamiento con agonistas del 
receptor FP. Los cardiomiocitos neonatales de rata cultivados en presencia o ausencia de PGF2α 
o Fluprostenol (1 μM) durante 4h, se marcaron con un anticuerpo anti α-actina sarcomérica y se 
revelaron con un anticuerpo secundario acoplado a Alexa 488. Las imágenes fueron tomadas en 
un microscopio de fluorescencia. (A) Fotografías representativas de cada condición. (B) Análisis 
del área celular media obtenido tras el estudio de diferentes campos en dos experimentos 
independientes. La medida del área celular se realizó con el programa Image J y se muestra 
como la media del área en μm2  ± SD (*** p<0,001 respecto al control).
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2.2. Activación de MAP quinasas por agonistas del receptor FP
La activación por agonistas de los GPCRs (G protein coupled receptors) acoplados 
a la proteína Gαq como el receptor FP, promueven la activación de proteínas quinasas 
C (PKCs) y MAPKs (mitogen activated protein kinases) como ERK1/2 (Extracellular 
signal-regulated kinases), p38 y JNK (c-Jun N-terminal kinases), además de promover la 
movilización de Ca2+ intracelular. En el corazón se ha descrito que la ruta de señalización de 
las MAPKs participa en el desarrollo de hipertrofia cardiaca en respuesta a estímulos como 
los agonistas de receptores acoplados a proteínas G (Choukroun et al, 1998; Glennon et 
al, 1996; Sugden & Clerk, 1998).
El análisis de la activación de las quinasas ERK1/2 y JNK mediante el estudio de 
la fosforilación de las mismas tras el tratamiento con los agonistas del receptor FP, PGF2α 
y Fluprostenol, llevado a cabo en cardiomiocitos primarios de rata, reveló un incremento 
en la fosforilación de ambas proteínas, con valores máximos a los 10 minutos tras el 
tratamiento (Figura 9). Estos resultados confirman la implicación de la ruta de las MAPK en 
la señalización por agonistas del receptor FP en cardiomiocitos. 
Figura 9. Análisis del efecto de los agonistas del receptor FP sobre la activación de las MAP 
quinasas ERK y JNK en cardiomiocitos primarios de ratas neonatas. Los cardiomiocitos 
fueron estimulados con PGF2α o Fluprostenol (1 μM) durante 5, 10, 15, 30 o 60 minutos . Las 
figuras muestran Western blots representativos del análisis de los niveles de proteína ERK total 
y ERK fosforilada (p-ERK) (A) y de proteína JNK total y JNK fosforilada (p-JNK) (B). Las gráficas 
a la derecha muestran los datos de densidad óptica de las bandas de las formas fosforiladas 
respecto a las no fosforiladas. 
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2.3. Movilización de calcio por PGF2α en cardiomiocitos
Como ya comentamos anteriormente, la señalización por Ca2+ juega un papel 
esencial en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca, y muchos de los estímulos hipertróficos 
conocidos señalizan a través de este segundo mensajero (Molkentin et al, 1998). Ante 
estos datos, y los obtenidos en linfocitos T, se decidió estudiar la implicación de PGF2α en la 
movilización de Ca2+ en cardiomiocitos primarios. Para ello, los cardiomiocitos se pusieron 
en un medio con Ca2+ que permitió el llenado de los compartimentos intracelulares tras lo 
cual fueron incubados con la sonda Fura-2, que emite fluorescencia tanto si se excita a 
340 nm (sonda unida a Ca2+) como si se excita a 380 nm (sonda libre). A continuación se 
analizó la respuesta de las células al tratamiento con PGF2α, determinando la relación de 
fluorescencias F340/F380 como medida de la movilización de Ca2+ (Figura 10). Observamos 
que el tratamiento con PGF2α promovió un incremento de la movilización de Ca
2+ de forma 
gradual. La referencia de los valores máximos de movilización de Ca2+ se obtuvo tras el 
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Figura 10. Movilización de Ca2+ en cardiomiocitos de ratas neonatas. Los cardiomiocitos 
se incubaron con la sonda fluorescente Fura-2, analizándose las variaciones de fluorescencia 
mediante microscopía a lo largo del tiempo de incubación tras el tratamiento con PGF2α (1µM). 
La intensidad de fluorescencia se muestra como la relación de los valores de fluorescencia 
tras la excitación de la sonda a 340 nm (sonda unida a Ca2+) y a 380 nm (sonda libre). El 
ionóforo de Ca2+ A23187 (Io), añadido en último lugar, permite establecer los valores máximos 
de fluorescencia como referencia.
En conjunto, estos resultados confirman la capacidad de los agonistas del receptor FP 
de promover la activación de diferentes rutas de transducción como aquéllas determinadas 
por la activación de MAPKs y la señalización de Ca2+ en cultivos de cardiomiocitos de ratas 
neonatales.
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2.4. Activación del factor de transcripción NFAT en células cardiacas
En el proceso de hipertrofia cardiaca se produce la interacción de varias rutas de 
transducción de señales tales como la ruta de las MAPKs (mitogen activated protein kinases), 
de la fosfoinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt, de las proteínas JAK-STAT (Janus Associated 
Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription) o de la Calcineurina/NFAT (Rohini 
et al, 2010). Son numerosos los estudios que han implicado al Ca2+ intracelular como una 
señal de hipertrofia cardiaca y es conocido que en la señalización del Ca2+ cobra especial 
importancia la calcineurina y el factor de transcripción NFAT (Wilkins & Molkentin, 2004). 
Este factor de transcripción está considerado como uno de los principales mediadores en la 
generación de hipertrofia, habiéndose descrito que la activación de NFATc4 en corazón de 
ratón es suficiente para inducir una hipertrofia cardiaca masiva que resulta en fallo cardíaco 
congestivo o muerte súbita (Molkentin et al, 1998).
Con el fin de determinar la relación entre la PGF2α y NFAT en células cardiacas, se 
llevaron a cabo ensayos tanto en cardiomiocitos primarios de ratas neonatas como en la 
línea celular H9c2. En primer lugar se analizó la expresión de las distintas isoformas de 
NFAT mediante ensayos de RT-PCR. Los resultados obtenidos muestran distintos niveles 
de expresión basal de las diferentes isoformas de NFAT tanto en cardiomiocitos como 
en fibroblastos cardiacos, con unos niveles mayores de NFATc1 y c3 que de NFATc4. En 
ambos tipos celulares se observa una expresión basal muy baja de NFATc2. Por otro lado, 
las células H9c2 expresan principalmente NFATc3 y, en menor medida NFATc4, con bajos 
niveles de NFATc2 (Figura 11).
Figura 11. Análisis de la expresión de las isoformas de NFAT 
en células cardiacas de rata. Los niveles de ARNm de las 
isoformas NFATc1, c2, c3 y c4 presentes en extractos obtenidos 
de cardiomiocitos neonatales de rata (NRVMs), fibroblastos 
cardiacos (NRVFs), además de la línea celular de mioblastos 
cardiacos de rata H9c2, se analizaron mediante RT-PCR. Los 















2.4.1 Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la desfosforilación y translocación 
al núcleo de NFAT
En el proceso de activación de NFAT tiene lugar su desfosforilación por la 
fosfatasa calcineurina en respuesta a un incremento de los niveles de Ca2+ intracelular, 
lo que determinará su entrada en el núcleo celular. Con el propósito de analizar el efecto 
del tratamiento con agonistas del receptor FP como la PGF2α y el Fluprostenol sobre la 
desfosforilación de NFAT, y por tanto sobre su translocación al núcleo, se analizaron, 
mediante Western blot, las alteraciones en la movilidad de NFATc3 y NFATc4 en extractos 
de células H9c2 y cardiomiocitos primarios de rata tras el tratamiento con dichos agonistas. 
En primer lugar se analizaron los efectos de PGF2α y Fluprostenol tras diferentes tiempos 
de incubación (de 30 min a 24 h), sobre la desfosforilación de NFAT en células H9c2. 
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Como se muestra en la figura 12A, tras el tratamiento con ambos agonistas, se observó 
un aumento gradual en la movilidad de las dos isoformas de NFAT a lo largo del tiempo, 
como consecuencia de su desfosforilación. Como control se muestra la desfosforilación 
de ambas isoformas de NFAT promovida por el tratamiento con Ionomicina durante 30 
min. Con el fin de comprobar que el aumento de la desfosforilación de NFATc3 y c4 se 
correspondía con una entrada de dichos factores al núcleo, se analizó la presencia de 
dichas isoformas mediante ensayos de Western blot en extractos citosólicos y nucleares 
obtenidos de células H9c2 tratadas durante 4 horas con PGF2α, Ionomicina o Ionomicina 
combinada con TPA, en presencia o ausencia de ciclosporina A (CsA) (Figura 12B). En el 
caso de NFATc4 se observó una clara presencia del factor en el núcleo cuando las células 
fueron tratadas con PGF2α, además de con Ionomicina o con TPA+Ionomicina. La inhibición 
de la actividad fosfatasa de la calcineurina tras el tratamiento con CsA, y por tanto de la 
desfosforilación de NFAT, impidió la translocación del factor al núcleo. Resultados similares 
fueron obtenidos para el caso de NFATc3.
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Figura 12. Efecto de los agonistas del FP sobre la fosforilación y translocación al núcleo 
de NFAT. (A) Extractos totales de células H9c2 tratadas con PGF2α o Fluprostenol (1 μM) a 
diferentes tiempos (30 min a 24 h) se resolvieron en geles de SDS-PAGE y la presencia de 
NFATc3 o NFATc4 fue analizada mediante Western blot con anticuerpos específicos. Las flechas 
indican la diferente movilidad  de las formas fosforiladas (p) o desfosforiladas de los NFATs 
analizados. Como control, se usaron extractos de células tratadas con  Ionomicina (Iom; 0,5 μg/
ml) durante 30 min. (B) La translocación al núcleo de NFATc3 o NFATc4 se analizó mediante 
Western blot en extractos citosólicos (cit) y nucleares (nuc) de células H9c2 tratadas con PGF2α, 
Ionomicina o TPA (15 ng/ml) +Iom durante 4 horas, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). 
(C) Análisis de la desfosforilación de NFATc3 y NFATc4 en extractos totales de cardiomiocitos de 
ratas neonatas (NRVMs) tratados con PGF2α, Fluprostenol, Iom o TPA+Iom durante 4 horas, en 
presencia o ausencia de CsA. En todos los caso, las figuras muestran ensayos de Western blot 
representativos de cada situación experimental. 
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En cardiomiocitos primarios de ratas neonatales, el tratamiento con agonistas 
del receptor FP durante 4 horas promovió un incremento de la movilidad electroforética, 
tanto de NFATc3 como de NFATc4, apareciendo varias bandas con mayor migración en 
el gel. Estas bandas se corresponderían con proteínas NFATc3 o c4 con distintos grados 
de desfosforilación. El tratamiento con Ionomicina o TPA+Ionomicina también promovió la 
desfosforilación de ambas isoformas de NFAT. Por otro lado, la presencia de CsA impidió 
la desfosforilación de NFAT por cualquiera de los estímulos anteriores, de forma que no se 
observó la aparición de bandas de mayor movilidad correspondientes a la desfosforilación 
de NFATc3 o c4 (Figura 12C).
 El efecto de los agonistas del receptor FP sobre la translocación de NFAT al núcleo 
en células cardiacas se confirmó mediante ensayos de inmunofluorescencia. La figura 13A 
muestra figuras representativas de microscopía de fluorescencia en las que se aprecia 
el efecto de la PGF2α y la Ionomicina sobre la translocación de NFATc4 en células H9c2 
transfectadas con un plásmido de expresión de una proteína NFATc4 fusionada a la proteína 
EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein). Los núcleos celulares se identificaron tras 
tinción con el reactivo Dapi y los filamentos de actina con Faloidina TRITC. Si bien en menor 
medida que el tratamiento con Ionomicina, la PGF2α fue capaz de promover la translocación 
al núcleo de la proteína NFATc4-EGFP. En ambos casos, dicha translocación fue inhibida 
en presencia de CsA. La gráfica de la figura 13B muestra la cuantificación de la señal 
nuclear de NFATc4-EGFP.
El análisis de la translocación de NFATc3 y de NFATc4 endógenos en cardiomiocitos 
primarios de ratas neonatas (NRVMs) se realizó mediante el marcaje de las células 
con anticuerpos específicos para estas isoformas de NFAT, así como para la α-actina 
sarcomérica que permite identificar los cardiomiocitos, además de la tinción de núcleos con 
Dapi. Tanto las imágenes representativas de microscopía de fluorescencia (Figura 14A), 
como el análisis de la cantidad de NFATc3 nuclear en diferentes campos (Figura 14B), 
muestran que, tras el tratamiento tanto con PGF2α como con Fluprostenol, se observa un 
aumento de la señal de NFATc3 en el núcleo. El tratamiento previo con CsA consiguió inhibir 
eficientemente la translocación nuclear del factor. En el caso de NFATc4 los resultados 
fueron aún más evidentes, con un aumento significativo de la señal nuclear de NFATc4 
en presencia de PGF2α o Fluprostenol. El tratamiento con CsA redujo de forma notable la 
translocación nuclear de NFATc4 en ambos casos (Figura 15).
En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que la señalización a través del 
receptor FP por agonistas como la PGF2α o el Fluprostenol son capaces de promover la 
desfosforilación de diversas isoformas de NFAT, lo que permite su translocación al núcleo. 
Estos efectos sobre la activación de NFAT tienen lugar de forma similar a los promovidos 
por el tratamiento con ionóforos de Ca2+, bien solos o en combinación con TPA. Por su 
parte, el hecho de que la CsA reduzca los efectos promovidos por estos estímulos, sugiere 
la participación de la calcineurina.
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Figura 13. Efecto de los agonistas del FP sobre la translocación al núcleo de NFATc4 en 
células H9c2. (A) Las células H9c2 se transfectaron con el plásmido de expresión pEGFP-
NFATc4 mediante nucleofección. Posteriormente se trataron con CsA (100 ng/ml) durante 1 
hora antes de estimular con PGF2α (1 μM) o Ionomicina (Iom;  0,5 μg/ml) durante 4 horas. Para 
la detección de los filamentos de actina se utilizó Faloidina TRITC (rojo). Los núcleos se tiñeron 
con Dapi (azul). La figura muestra imágenes representativas de cada condición obtenidas 
mediante microscopía de fluorescencia. (B) Análisis de la intensidad de fluorescencia de GFP-
NFATc4 (verde) dentro del núcleo en todas las fotos obtenidas en un experimento realizado por 
duplicado.  Las gráficas muestran los valores de las medias de intensidad de fluorescencia (IF) 
± SD. (** p<0,01; *** p<0,001 respecto al control) (# p<0,05; ## p<0,01 respecto al estímulo en 
ausencia de CsA). 
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NFATc3 -Actina Sarc. Superposición Núcleo 
Figura 14. Efecto de los agonistas del FP sobre la translocación al núcleo de NFATc3 
en cardiomiocitos de ratas neonatas. (A) Los cardiomiocitos (NRVMs) se trataron con 
PGF2α o Fluprostenol (1 μM) durante 4h, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). Las 
proteínas α-actina sarcomérica y NFATc3 se detectaron con anticuerpos primarios específicos 
que se revelaron con anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 (verde) o Alexa 555 
(rojo), respectivamente. Los núcleos se tiñeron de azul con Dapi. La figura muestra imágenes 
representativas obtenidas mediante microscopía de fluorescencia. (B) Análisis de la intensidad 
de la señal fluorescente roja (NFATc3) dentro del núcleo, en todas las fotos obtenidas en un 
experimento realizado por duplicado.  Las gráficas muestran los valores de las medias de 


















































Figura 15. Efecto de los agonistas del FP sobre la translocación al núcleo de NFATc4 en 
cardiomiocitos de ratas neonatas. (A) Los cardiomiocitos (NRVMs) fueron estimulados con 
PGF2α o Fluprostenol (1 μM) durante 4h, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). Para 
la tinción de las proteínas α-actina sarcomérica y NFATc4 se utilizaron anticuerpos primarios 
específicos que se detectaron con anticuerpos anti-IgG acoplados a Alexa 488 (verde) o 
Alexa 555 (rojo), respectivamente. Los núcleos se tiñeron de azul con Dapi. La figura muestra 
imágenes representativas obtenidas mediante microscopía de fluorescencia. (B) Análisis de la 
intensidad de la señal fluorescente roja (NFATc4) dentro del núcleo, en todas las fotos obtenidas 
en un experimento realizado por duplicado.  Las gráficas muestran los valores de las medias de 
intensidad de fluorescencia (IF) ± SD. ( *** p<0,001 respecto al control; ### p<0,001 respecto al 
estímulo en ausencia de CsA). 
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2.4.2 Regulación de la activación transcripcional dependiente de NFAT por agonistas 
del receptor FP en cardiomiocitos primarios y en células H9c2
Una vez determinada la implicación de PGF2α en la activación y translocación de 
NFAT al núcleo, el siguiente paso fue comprobar su efecto sobre la actividad transcripcional 
mediada por dicho factor en células cardiacas. Para ello, los cardiomiocitos primarios de 
ratas neonatas fueron transfectados con un plásmido que contiene el cDNA de la luciferasa 
bajo el control de elementos de respuesta a NFAT del promotor de la IL-2 (NFAT-luc), en 
ausencia o en presencia de un plásmido de expresión del receptor FP. Como se muestra 
en la figura 16A, el tratamiento con los agonistas del receptor FP produjo una inducción 
de la actividad transcripcional mediada por NFAT. Esta inducción fue mayor en las células 
transfectadas con el plásmido de expresión del receptor FP humano (Figura 16B). La 
inducción promovida por los agonistas del FP fue similar a la observada tras la estimulación 
con TPA en combinación con ionóforos de Ca2+. En todos los casos, la CsA fue capaz de 
inhibir la inducción de la activación transcripcional mediada por NFAT en respuesta a los 
distintos estímulos.
Figura 16. Efecto de los agonistas del FP sobre la activación transcripcional dependiente 
de NFAT en cardiomiocitos primarios. (A) Los cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs) 
fueron transfectados mediante nucleofección con el plásmido NFAT-luc y tratados con CsA 
(100 ng/ml) desde 1 hora antes de estimular con PGF2α , Fluprostenol (1 μM) o TPA (15 ng/
ml) + Ionomicina (Iom; 0,5 μg/ml) durante 4 horas. (B) Los cardiomiocitos se co-transfectaron 
con el plásmido NFAT-luc junto con un plásmido de expresión del receptor FP humano (pSVL/
Flag-hFP-R) mediante lipofección. Posteriormente se trataron con CsA desde 1 hora antes de 
estimular con PGF2α, Fluprostenol o TPA + Ionóforo (Io; 0,5 μM) durante 4 horas. La actividad 
luciferasa está representada como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001 






















































































































Con el fin de analizar en detalle la relación entre PGF2α y NFAT, se llevaron a cabo 
ensayos de transfección en células H9c2 con el plásmido reportero NFAT-luc en presencia 
o ausencia del plásmido de expresión para el receptor FP (Figura 17A). Mientras que el 
tratamiento con TPA+Ionóforo fue capaz de inducir la activación transcripcional dependiente 
de NFAT tanto en ausencia como en presencia del vector de expresión del receptor FP 
co-transfectado, el Fluprostenol fue capaz de inducir la actividad transcripcional de NFAT 
únicamente en las células que sobre-expresaban el receptor FP. El tratamiento previo 
con CsA inhibió por completo la respuesta tanto a Fluprostenol como a TPA+Ionóforo, 
apoyando la teoría de que estos estímulos activan NFAT a través de una ruta dependiente 
de calcineurina. En otro experimento similar se transfectaron las células H9c2 con el 
plásmido NFAT-luc en presencia o ausencia tanto del receptor FP como de un plásmido 
de expresión para la isoforma NFATc1 (Figura 17B). En este caso observamos que la 
activación transcripcional de la construcción NFAT-luc se indujo tras el tratamiento de 


































































































Figura 17. Efecto de los agonistas del FP sobre la activación transcripcional dependiente 
de NFAT en células H9c2. (A) Las células H9c2 fueron co-transfectadas con el plásmido NFAT-
luc junto con el plásmido vacío pcDNA3 o el plásmido de expresión para el receptor FP, tras lo 
cual se trataron con PGF2α, Fluprostenol (1 µM) o TPA (15 ng/ml) + Ionóforo (Io; 0,5 µM) durante 
4 horas en presencia o ausencia de CsA. (B) Las células H9c2 fueron co-transfectadas con el 
plásmido NFAT-luc junto el plásmido pcDNA3 o con distintas combinaciones de los plásmidos 
de expresión para el receptor FP y NFATc1. Posteriormente se trataron con PGF2α durante 4 
horas. La actividad luciferasa está representada como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) 
± SD (En A, ★★★ p<0,001 respecto al mismo estímulo sin FP; *** p<0,001 respecto al control; 
### p<0,001 respecto al mismo estímulo sin CsA). (En B, *** p<0,001 respecto al control, ★★★ 
p<0,001 respecto al mismo estímulo sin NFATc1). 
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Como ya se comentó anteriormente, los elementos de respuesta a NFAT de la 
IL-2 contenidos en el plásmido NFAT-luc están formados por sitios compuestos de unión 
de NFAT y el complejo AP-1 (Rao et al, 1997). Con el fin de determinar el efecto de los 
agonistas FP sobre otros elementos de respuesta a NFAT no dependientes de AP-1 en 
células cardiacas, se realizaron ensayos luciferasa con la construcción IL-13-NFAT-luc (De 
Boer et al, 1999). El perfil obtenido para la activación transcripcional mediada por el sitio 
NFAT de la IL-13 tanto en células H9c2 como en cardiomiocitos de rata, fue similar a la 
observada con el sitio NFAT de la IL-2 (Figura 18). En los dos tipos celulares se observó 
un incremento en la actividad luciferasa tras el tratamiento con los agonistas PGF2α o 
Fluprostenol, en presencia del receptor FP. En las células H9c2 también se observó una 
inducción tras el tratamiento con TPA + Ionóforo, independientemente de la presencia 
o ausencia del receptor (Figura 18A). El tratamiento previo con CsA consiguió inhibir la 
inducción de la actividad luciferasa en cardiomiocitos primarios (Figura 18B).
Figura 18. Efecto de los agonistas del FP sobre la activación transcripcional mediada 
por el sitio NFAT de la IL13. Los diferentes tipos celulares fueron co-transfectados con el 
plásmido IL13-NFAT-luc junto con el plásmido vacío pcDNA3 o el plásmido de expresión del 
receptor FP pSVL/Flag-hFP-R, tras lo cual se trataron con PGF2α, Fluprostenol (1 μM) o TPA + 
Ionóforo (15 ng/ml + 0,5 μM) durante 4 horas. La CsA (100 ng/ml) se añadió 1 hora antes de 
los estímulos. (A) Células H9c2, (B) cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs). La actividad 
luciferasa está representada como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (En A ★★★ 
p<0,001; *** p<0,001 respecto al control). (En B, *** p<0,001 respecto al control, ### p<0,001 
respecto al mismo estímulo sin CsA). 
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2.4.2.1 Análisis de la activación transcripcional de NFAT a través de diferentes 
receptores de prostanoides.
 De forma análoga a lo realizado en linfocitos T (figura 4C), decidimos comprobar si 
los agonistas del FP pudieran estar regulando la actividad transcripcional de NFAT a través 
de otros receptores de prostanoides en células cardiacas. Para ello, las células H9c2 se 
co-transfectaron con el plásmido indicador NFAT-luc junto con el vector vacío pcDNA3, o 
vectores de expresión para los receptores FP, EP1 o EP4. Tras la transfección, las células 
se trataron tanto con PGE2 (10 nM), como con PGF2α o Fluprostenol (10 nM y 1 μM). En las 
células H9c2 transfectadas con el FP, el tratamiento tanto con PGF2α como con Fluprostenol 
a cualquiera de las dosis estudiadas produjo un incremento de la actividad transcripcional 
de NFAT que no tuvo lugar cuando el tratamiento fue con PGE2 (Figura 19). En el caso 
de las células H9c2 transfectadas con el receptor EP1, se observó un claro aumento de 
la actividad luciferasa esencialmente tras el tratamiento con PGE2, si bien a la dosis de 1 
μM de PGF2α se pudo observar también un ligero aumento. Por último, el tratamiento con 
cualquiera de los estímulos en células H9c2 transfectadas con el receptor EP4 no produjo 





































































































































Figura 19. Efecto de los agonistas del FP sobre la activación transcripcional de NFAT a 
través de diferentes receptores de prostaglandinas. Las células H9c2 fueron co-transfectadas 
con el plásmido NFAT-luc junto con el plásmido control pcDNA3 o plásmidos de expresión para 
los receptores FP, EP1 o EP4. Las células fueron tratadas con PGF2α o Fluprostenol (10 nM y 
1 μM), PGE2 (10 nM) o TPA + Ionóforo (15 ng/ml + 1 μM)  durante 4 horas. La actividad luciferasa 
está representada como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001; ** p<0,01 
respecto al mismo estímulo sin receptor; ★★★ p<0,001 respecto al control).
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2.4.2.2 Dependencia de la interacción del receptor FP con la proteína Gαq en la 
activación de NFAT por PGF2α
 Como en el caso de células Jurkat (Figura 5), se procedió a analizar el papel de la 
subunidad Gαq y de la quinasa GRK2 en la inducción de la transcripción dependiente de 
NFAT en cardiomiocitos, tras la activación del receptor FP. Para ello, se realizaron ensayos 
luciferasa con NFAT-luc, en cardiomiocitos de rata neonatales transfectados con vectores 
de expresión de la proteína Gαq y de la quinasa GRK2, ya fuera la GRK2 wt o la GRK2 
mutada GRK2 K220R. Los resultados obtenidos muestran un patrón similar al descrito 
en células Jurkat, poniendo de manifiesto el papel de Gαq en la activación de NFAT, y 
su cooperación con el receptor FP, en respuesta a la PGF2α (Figura 20A). Así mismo, se 
observó la interferencia de la GRK2, ya fuera wt o mutada, sobre la activación de NFAT vía 
FP en cardiomiocitos (Figura 20B).
Figura 20. Efectos de la expresión de Gαq o GRK2 sobre la regulación de la activación 
transcripcional dependiente de NFAT por los agonistas del receptor FP (A) Los cardiomiocitos 
fueron co-transfectados con el plásmido NFAT-luc junto con el plásmido control pcDNA3 o el 
plásmido de expresión para Gαq sólo o junto con el plásmido de expresión del receptor FP. Las 
células se trataron con CsA (100 ng/ml) desde una hora antes de estimular con PGF2α (1 μM) 
durante 4 horas. La actividad luciferasa está representada como veces de inducción (RLUmuestra/
RLUcontrol) ± SD. (*** p<0,001; * p<0,05 respecto al control) (## p<0,01; # p<0,05 respecto al 
estímulo en ausencia de CsA). (B) Los cardiomiocitos fueron co-transfectados con el plásmido 
NFAT-luc junto con el plásmido control pcDNA3 o con distintas cantidades de plásmidos de 
expresión de las proteínas GRK2 en su versión silvestre (GRK2 wt) o su versión mutada (GRK2 
K220R) en presencia del plásmido de expresión del receptor FP. Las células se trataron con 
Fluprostenol (1 μM) durante 4 horas. La actividad luciferasa está representada como veces 
de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (** p<0,01 respecto al control). (## p<0,01; # p<0,05 
respecto al mismo estímulo en ausencia de GRK2 wt o GRK2 K220R). 
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 En conclusión, los resultados obtenidos sobre la activación de NFAT en 
cardiomiocitos ponen de manifiesto la activación de la ruta Ca2+/calcineurina/NFAT a través 
de la señalización de los agonistas del FP, receptor acoplado a proteínas G, y en particular, 
a su acoplamiento con la subunidad Gαq. Como consecuencia de la activación de la ruta de 




2.5 Regulación de la expresión génica por PGF2α en células cardiacas
Las cascadas de señalización intracelulares desencadenadas por los diversos 
estímulos hipertróficos en cardiomiocitos se traducen finalmente en una serie de cambios 
en la transcripción de numerosos genes. En vista de los resultados obtenidos sobre el efecto 
hipertrófico de agonistas del receptor FP como la PGF2α y el Fluprostenol en cardiomiocitos 
y sobre la activación de la expresión génica dependiente de NFAT, el siguiente paso fue 
analizar las acciones de estos agonistas sobre la expresión génica. Por un lado se estudiaron 
genes en cuya expresión NFAT juega un papel esencial como COX-2 o RCAN-1, además 
de otros considerados marcadores de hipertrofia cardiaca como β-MHC (β-Myosin heavy 
chain, isoforma β de la cadena pesada de la miosina), ANP (Atrial natriuretic peptide) y 
BNP (Brain o B-type natriuretic peptide).
2.5.1 Efectos de PGF2α sobre la expresión de COX-2 en células cardiacas
Los procesos inflamatorios han sido identificados como un componente clave en 
el remodelado ventricular derivado del daño miocárdico (Nagalla et al, 2012). La enzima 
COX-2 es un importante mediador de la inflamación en estados de estrés y enfermedad, y 
también se ha asociado su inducción con la aparición de hipertrofia cardiaca (Streicher et 
al, 2010). 
Además de otros factores de transcripción, tales como NFκB, NF-IL6/CEBP, 
CREBP o AP-1, NFAT juega un papel esencial en la regulación de COX-2 en diversos tipos 
celulares (Corral et al, 2007; Duque et al, 2005; Hernandez et al, 2001; Iniguez et al, 2000; 
Xie & Herschman, 1996).
2.5.1.1 Inducción de la expresión de COX-2 mediada por NFAT
Los efectos de la PGF2α sobre la regulación de COX-2 se analizaron tanto en 
células H9c2 como en cardiomiocitos de ratas neonatas. En primer lugar se analizó 
mediante RT-PCR cuantitativa la expresión del ARNm de COX-2 tras el tratamiento con 
los agonistas del FP, PGF2α o Fluprostenol, o con el ionóforo de Ca
2+ Ionomicina. Como 
se observa en la figura 21A, la expresión de COX-2 en células H9c2 se vio ligera, aunque 
significativamente inducida, tras el tratamiento con PGF2α. Esta inducción fue más acusada 
cuando el tratamiento fue con Ionomicina. Del mismo modo, en los cardiomiocitos primarios 
también se indujo la expresión del mensajero de COX-2 tras el tratamiento con PGF2α 
o con Fluprostenol (Figura 21B). En ambos casos, el tratamiento con CsA disminuyó 
sensiblemente la inducción de la expresión mediada tanto por los agonistas del FP como 
por Ionomicina. 
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Figura 21. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre los niveles de ARNm de COX-2 
en células H9c2 y en cardiomiocitos de rata. Las células H9c2 (A) o los cardiomiocitos de 
rata (NRVMs) (B), fueron tratados con PGF2α, Fluprostenol (1 μM) o Ionomicina (Iom; 0,5 μg/ml) 
durante 4 horas, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). Los niveles de ARNm de COX-2 
se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa usando como referencia los niveles del ARNr 18S. 
Las gráficas muestran un experimento significativo, en el cual, los datos obtenidos por triplicado, 
están representados como veces de inducción con respecto a los valores obtenidos en las 
células sin tratar (expresión relativa de ARNm en la muestra/expresión relativa de ARNm en las 
células control) ± SD. (*** p<0,001; ** p<0,01 respecto al control) (### p<0,001; ## p<0,01; # 
p<0,05 respecto al mismo estímulo sin CsA).
La inducción de COX-2 en células H9c2 y en cardiomiocitos en respuesta a PGF2α 
o Fluprostenol se confirmó mediante el análisis por Western Blot de los niveles de proteína. 
La inducción de COX-2 en respuesta a estos estímulos tuvo lugar a tiempos tempranos 
de estimulación, declinando posteriormente (Figuras 22A y B). La inducción de COX-
2, tanto por agonistas del receptor FP como la promovida por Ionomicina fue inhibida 
sustancialmente en presencia de CsA (Figura 22B).
Estos resultados se confirmaron en cardiomiocitos de ratas neonatas, donde la 
inducción de la expresión de COX-2 por agonistas del FP o por TPA+Ionóforo fue más 
evidente. De nuevo, el tratamiento con CsA disminuyó la inducción de COX-2 en respuesta 
a dichos estímulos (Figura 22C).
Teniendo en cuenta estos resultados, y debido a la importancia de COX-2 en la 
síntesis de prostanoides entre los que se encuentra la propia PGF2α, se decidió analizar 
si la inducción de COX-2 observada se traducía en variaciones en la producción de 
prostanoides. Para ello se analizó, mediante ensayos ELISA, la producción de PGF2α 
en sobrenadantes de células H9c2 incubadas con ácido araquidónico que habían sido 
previamente tratadas con distintas combinaciones de ionóforo de Ca2+ y TPA. La producción 
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Figura 22. Análisis de la expresión de la proteína COX-2 en células H9c2 y cardiomiocitos 
primarios. (A) Las células H9c2 fueron tratadas con PGF2α o Fluprostenol (1 μM) a diferentes 
tiempos (30 min a 24 h) o con Ionomicina (Iom; 0,5 μg/ml) durante 30 minutos. (B) Las células 
H9c2 fueron tratadas con PGF2α o Iom durante 4 horas o 24 horas, en presencia o ausencia de 
CsA (100 ng/ml). (C) Los cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs) fueron tratados con los 
agonistas del FP PGF2α o Fluprostenol (1 μM) o TPA (15 ng/ml) + Ionóforo (Io; 0,5 μM) durante 
4 horas, en presencia o ausencia de CsA. En todos los casos se obtuvieron extractos totales 
de proteína que se analizaron por Western Blot con anticuerpos específicos para COX-2. Los 
resultados se muestran como Westerns blots representativos de los experimentos realizados. 
Las gráficas corresponden al análisis densitométrico de los blots, normalizado por la expresión 
de HSP90 o β-actina.
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A H9c2 
de esta prostaglandina se incrementó de forma significativa tras el tratamiento con ionóforo 
de Ca2+, sólo o en combinación con TPA. En ambos casos, el tratamiento previo con CsA 
inhibió el incremento observado en la producción de PGF2α (Figura 23A). De forma similar, 
en cardiomiocitos de rata se observó un incremento tanto en la producción de PGF2α como 
de PGE2 en respuesta al tratamiento con Ionomicina y TPA (Figura 23B). 
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Figura 23. Producción de PGF2α y PGE2 en células cardíacas: Las células se trataron con TPA 
(15 ng/ml), Ionóforo de calcio (Io; 0,5 μM) o la combinación de ambos (TPA+Io) durante 4 horas, 
en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). La producción de PGF2a o PGE2 se determinó 
medida ELISA en los sobrenadantes celulares, previa incubación con ácido araquidónico, como 
se detalla en Materiales y métodos. (A) Células H9c2 (B) Cardiomiocitos de ratas neonatas. (*** 
p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05 respecto al control) (### p<0,001; ## p<0,01 respecto al mismo 
estímulo sin CsA).
2.5.1.2 Efectos de la PGF2α sobre el promotor de COX-2
Con el fin de determinar si la inducción de COX-2 observada tras el tratamiento con 
agonistas del receptor FP se producía a nivel transcripcional, analizamos el efecto de la 
PGF2α y el Fluprostenol sobre la actividad del promotor de COX-2. Este promotor contiene 
varias secuencias que regulan su actividad, entre las que destacan los sitios de unión a 
factores de transcripción como NFκB, AP-1, AP2 o NF-IL6/CEBP, además de un elemento 
de respuesta a AMPc (CRE). Además, nuestro grupo identificó dos sitios de unión para el 
factor NFAT en las posiciones -71 (NFATp, proximal) y -101 (NFATd, distal) con respecto al 
sitio de inicio de la transcripción del gen (Iniguez et al, 2000) (Figura 24A). Para este estudio, 
las células H9c2 se co-transfectaron con el vector de expresión para el receptor FP, junto 
con diferentes construcciones en las que la actividad luciferasa estaba bajo el control de 
distintos fragmentos del promotor de COX-2. Estas construcciones contienen deleciones 
que abarcan desde la posición -1796 a la -46 respecto del sitio de inicio de la transcripción 
(Figura 24A). El tratamiento, tanto con los agonistas del FP, PGF2α y Fluprostenol, como 
con TPA + Ionomicina, indujo la actividad luciferasa dirigida por las construcciones P2-1900 
y P2-274 que contienen los sitios de respuesta a NFAT, mientras que la actividad luciferasa 
de la construcción P2-150, carente de las principales secuencias reguladoras, no se vio 
alterada. El tratamiento previo con CsA consiguió inhibir la inducción de las construcciones 
1900 y 274 del promotor de COX-2 (Figura 24B).
Estos resultados se confirmaron en cardiomiocitos primarios de ratas neonatas 
co-transfectados con la construcción P2-1900-luc junto con el plásmido de expresión del 
receptor FP, y tratadas tanto con los agonistas del receptor como con TPA + Ionóforo. En la 
figura 24C se puede observar cómo estos tratamientos indujeron la actividad del promotor 
de COX-2, y cómo la CsA fue capaz de inhibir dicha inducción de manera significativa. 
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Figura 24. Regulación de la actividad transcripcional del promotor de COX-2 por agonistas 
del receptor FP en células H9c2 y cardiomiocitos primarios. (A) Esquema de las diferentes 
construcciones del promotor de la COX-2 usadas, en el que se muestran los elementos de 
respuesta para los factores de transcripción NF-κB, NF-IL6, AP-2, NFAT, AP-1 y CRE. (B) Las 
células H9c2 fueron co-transfectadas con las distintas construcciones del promotor de COX-2 
junto con el plásmido de expresión del receptor FP, pSVL/Flag-hFP-R. Las células se trataron 
con los agonistas del FP, PGF2α o Fluprostenol (1 μM) o con TPA + Ionomicina (15 ng/ml + 0,5 
μg/ml) durante 4 horas, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml) , y se midió la actividad 
luciferasa en los lisados celulares. (C) Los cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs) fueron 
co-transfectados con el plásmido pCOX-2(1900)-luc junto con el plásmido de expresión del 
receptor FP. Tras la transfección, los cardiomiocitos fueron tratados con los agonistas del FP, 
PGF2α o Fluprostenol o con TPA + Ionóforo durante 4 horas, en presencia o ausencia de CsA. 
Los resultados se muestran como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (*** p<0,001 
respecto al control). (### p<0,001; ##p<0,01 respecto al mismo estímulo sin CsA). 
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2.5.2 Efectos de PGF2α sobre la expresión de RCAN-1 en células cardiacas
Las proteínas RCAN (Regulator of Calcineurin) pertenecen a una familia de proteínas 
moduladoras de la fosfatasa calcineurina. Entre éstas, RCAN-1 se encuentra regulado a 
su vez por la calcineurina, en tanto en cuanto la expresión de RCAN-1 se induce tras la 
activación de dicha fosfatasa a través de la activación de NFAT y su unión a elementos de 
respuesta en el promotor de RCAN-1 (Park et al, 2009; Vega et al, 2003; Yang et al, 2000). 
Además por el hecho de ser un gen dependiente de NFAT, RCAN-1 ha sido implicado en el 
proceso hipertrófico (Rothermel et al, 2001; van Rooij et al, 2004), por lo que nos decidimos 
analizar los posibles efectos de la PGF2α en la regulación del mismo en cardiomiocitos.
2.5.2.1 Inducción de la expresión de RCAN-1 en células cardiacas
En primer lugar se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR cuantitativa para analizar los 
niveles del ARNm de RCAN-1 tras el tratamiento con PGF2α o Ionomicina. En la figura 25 se 
muestra cómo la expresión de RCAN-1 en células H9c2 se vio significativamente inducida 
tras el tratamiento con PGF2α, y en mayor medida tras el tratamiento con Ionomicina. El 















































H9c2 Figura 25. Regulación de la expresión de RCAN-1 por 
PGF2α en células H9c2. Las células H9c2 fueron tratadas 
con PGF2α (1 μM) o Ionomicina (0,5 μg/ml) durante 4 horas, 
en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). Los niveles 
de ARNm de RCAN-1 se analizaron mediante RT-PCR 
cuantitativa, tomando como referencia los niveles del ARNr 
18S. Se muestra la gráfica de un experimento representativo, 
con los datos representados como RQ ± SD (*** p<0,001; 
* p<0,05 respecto al control). (### p<0,001 respecto al 
mismo estímulo sin CsA).
El análisis mediante Western Blot en células H9c2, reveló que la inducción 
de la proteína RCAN-1 por PGF2α se produce a tiempos cortos de estimulación (4h), 
disminuyendo posteriormente (24h) mientras que la inducción con Ionomicina, aunque 
disminuye, se mantiene hasta las 24 h. (Figura 26A). Estos resultados se confirmaron de 
nuevo en cardiomiocitos primarios de ratas neonatas, donde se observaron inducciones 
más acusadas en presencia de agonistas del receptor FP (Figura 26C). El tratamiento con 
TPA+Ionóforo produjo un aumento considerable de la expresión de RCAN-1. El tratamiento 
con CsA disminuyó notablemente la inducción de RCAN-1 ante dichos estímulos.
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Figura 26. Regulación de la expresión de RCAN-1 por agonistas del receptor FP en células 
H9c2 y en cardiomiocitos primarios. (A) Las células H9c2 fueron tratadas con PGF2α (1 μM) 
o Ionomicina (Iom; 0,5 μg/ml) durante 4 horas o 24 horas, en presencia o ausencia de CsA (100 
ng/ml). (B) Los cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs) se trataron con los agonistas del 
FP, PGF2α o Fluprostenol (1 μM) o con TPA + Ionóforo (15 ng/ml + 0,5 μM) durante 4 horas, en 
presencia o ausencia de CsA. En todos los casos se obtuvieron extractos totales de proteína 
que se analizaron por Western Blot con anticuerpos específicos para RCAN-1. Los resultados 
se muestran como Westerns blots representativos de los experimentos realizados. Las gráficas 
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2.5.2.2 Efectos de la PGF2α sobre el promotor de RCAN-1
El análisis de la actividad del promotor de RCAN-1 en células cardiacas se llevó a 
cabo mediante ensayos luciferasa en células H9c2 o cardiomiocitos primarios transfectados 
con diferentes construcciones del mismo (-1666/+83 y -350/+83) (Figura 27A). Entre las 
secuencias reguladoras presentes en el promotor de este gen se encuentran, además 
de varios sitios de unión a NFAT, otros elementos de respuesta a factores como C/EBPβ, 
ATF6 y GATA-2/3, los cuales cooperan con NFAT en la regulación de RCAN-1 (Belmont 
et al, 2008; Minami et al, 2004; Oh et al, 2010). El tratamiento tanto con los agonistas 
del FP, PGF2α y Fluprostenol en presencia del receptor FP, como con TPA + Ionomicina 
en cualquier caso, indujo la actividad luciferasa dirigida por ambas construcciones del 
promotor de RCAN-1, siendo mayores los efectos con la construcción -1664/+83, que 
contiene secuencias adicionales de respuesta a NFAT. El tratamiento previo con CsA 
consiguió inhibir la inducción del promotor de RCAN-1 (Figura 27B). 
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Figura 27. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la actividad del promotor 
de RCAN-1 en células H9c2 y en cardiomiocitos de rata. (A) Esquema de las diferentes 
construcciones del promotor de RCAN-1 usadas en el ensayo, en el que se muestran los 
elementos de respuesta para los factores de transcripción NFAT y GATA. (B) Las células H9c2 
se co-transfectaron con distintas construcciones del promotor de RCAN-1 ligadas al gen de la 
luciferasa, junto con el plásmido vacío pcDNA3 o un plásmido de expresión del receptor FP, pSVL/
Flag-hFP-R. A continuación se trataron con PGF2α , Fluprostenol (1 μM) o TPA + Ionomicina (15 
ng/ml + 0,5 μg/ml) durante 4 horas. La CsA (100 ng/ml) se añadió 1 hora antes de los estímulos. 
(C) Los cardiomiocitos de ratas neonatas (NRVMs) se transfectaron con el plásmido (-1664/+83) 
RCAN1-luc junto con el plásmido de expresión del receptor FP y se trataron con CsA (100 ng/ml) 
durante 1 hora antes de estimular con PGF2α , Fluprostenol (1 μM) o TPA + Ionóforo (15 ng/ml 
+ 0,5 μM)  durante 4 horas. La actividad luciferasa está representada como veces de inducción 
(RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (★★★ p<0,001 respecto al mismo estímulo sin receptor; ** p<0,01; *** 




Los resultados observados en H9c2 se confirmaron en cardiomiocitos primarios de 
ratas neonatas que fueron co-transfectados con la construcción RCAN-1(-1664/+83)-luc 
junto con el plásmido de expresión del FP, y tratadas tanto con los agonistas del receptor, 
como con TPA + Ionóforo. En la figura 27C se puede observar cómo los tratamientos 
indujeron la actividad luciferasa dirigida por el promotor de RCAN-1, y cómo la CsA fue 
capaz de inhibir dicha inducción de manera significativa. 
2.5.3 Regulación de la expresión de genes marcadores de hipertrofia cardiaca 
(β-MHC, ANP y BNP) por PGF2α 
 La generación de hipertrofia cardiaca patológica se acompaña de la reprogramación 
en la expresión de genes miocárdicos, de manera que los genes que codifican para las 
isoformas fetales de proteínas como la cadena pesada de la miosina β (β-MHC) o la 
α-actina esquelética se ven inducidos, mientras que las correspondientes isoformas del 
adulto se ven reprimidas (Morkin, 2000). Los péptidos natriuréticos atrial (ANP) y tipo B 
(o Brain, BNP) también son inducidos de manera temprana en el corazón en respuesta a 
señales hipertróficas (Molkentin et al, 1998). En la regulación de estos genes intervienen 
diversos factores de transcripción como SRF, TEF-1, AP-1 y Sp1 (Kariya et al, 1993; Karns 
et al, 1995; Kovacic-Milivojevic et al, 1996). También se ha descrito la implicación del factor 
NFAT en la inducción de estos marcadores hipertróficos (Bai & Kerppola, 2011), por lo que 
nos preguntamos si la PGF2α, a través de NFAT, podría tener un papel en la regulación de 
estos genes. 
Tanto la PGF2α en células H9c2, como el Fluprostenol, en cardiomiocitos primarios o 
la Ionomicina, en ambos tipos celulares, fueron capaces de inducir la expresión de β-MHC, 
analizada por RT-PCR cuantitativa (Figura 28A). En todos los casos, el tratamiento previo 
con CsA consiguió inhibir la inducción observada.
Un patrón de expresión similar se observó en el análisis de la expresión de ANP en 
cardiomiocitos primarios, con una inducción por Fluprostenol o Ionomicina y la inhibición de 
ésta en presencia de CsA (Figura 28B).
 Con el fin de determinar si la inducción de ANP se producía también a nivel 
transcripcional, se llevaron a cabo ensayos de co-transfección con una construcción que 
contiene un fragmento del promotor de ANP (-638/+62) dirigiendo la expresión del gen 
indicador luciferasa, junto con el vector de expresión para el receptor FP. El tratamiento 
con los agonistas del receptor promovió una inducción de la actividad luciferasa tanto en 
células H9c2 (Figura 29A) como en cardiomiocitos primarios (Figura 29B), siendo en las 
células H9c2 imprescindible la presencia del receptor FP para observar dichos efectos. 
El tratamiento con CsA previno la inducción mediada por los agonistas en ambos tipos 
celulares.
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Figura 28. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la expresión de β-MHC y ANP en 
células H9c2 y en cardiomiocitos de rata. Células H9c2 o cardiomiocitos de ratas neonatales 
(NRVMs) se trataron con los agonistas del receptor FP, PGF2α y Fluprostenol (1 μM), o con 
Ionomicina (Iom; 0,5 μg/ml) durante 4 horas, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). (A) 
Análisis mediante RT-PCR cuantitativa de los niveles de ARNm de β-MHC en células H9c2 
o en cardiomiocitos de rata. (B) Estudio de los niveles de ARNm de ANP en cardiomiocitos. 
Se muestran las gráficas de experimentos representativos, con los datos representados como 
veces de inducción ± SD con respecto al control, y tomando como referencia los niveles del 
ARNr 18S. (*** p<0,001 ** p<0,01 respecto al control; ### p<0,001; ## p<0,01 respecto al mismo 
























































































































































































































































Figura 29. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la actividad del promotor de 
ANP en células H9c2 y en cardiomiocitos de rata. Las células H9c2 (A), o los cardiomiocitos 
primarios de ratas neonatas  (NRMVs) (B), se co-transfectaron con el plásmido 638ANP-luc 
junto con el plásmido control pcDNA3 o el plásmido de expresión del receptor FP, pSVL/Flag-
hFP-R, según se indica. A continuación se trataron con PGF2α o Fluprostenol (1 μM) durante 4 
horas, en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). La actividad luciferasa está representada 
como veces de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD. (★★ p<0,01 respecto al mismo estímulo sin 




En el caso del gen BNP, el análisis de su expresión por RT-PCR en células H9c2 
parece revelar una ligera inducción por parte de la PGF2α o la Ionomicina, si bien los efectos 
más evidentes fueron aquéllos promovidos por el tratamiento con TPA + Ionomicina, el cual 
muestra un claro efecto inductor temprano (4h), que decae con el tiempo (24h) (Figura 
30A). De forma similar, en cardiomiocitos primarios tras el tratamiento durante 24 horas, 
sólo la Ionomicina y la combinación de TPA+Ionomicina de forma más evidente, fueron 
capaces de promover un aumento de la expresión de BNP. El tratamiento con CsA tan sólo 
produjo un ligero efecto inhibidor significativo sobre la inducción de la expresión de BNP 
en cardiomiocitos (Figura 30B). De acuerdo con los resultados obtenidos en la RT-PCR, el 
tratamiento combinado con TPA+Ionóforo produjo una inducción de la actividad del promotor 
de BNP (BNP-luc) en cardiomiocitos. A pesar de no observar una inducción significativa de 
los niveles de mRNA de BNP tras el tratamiento con Fluprostenol en cardiomiocitos, este 
agonista, fue capaz de inducir la actividad transcripcional del promotor de BNP a 4 horas de 
estimulación en cardiomiocitos que sobre-expresaban el receptor FP (Figura 30C).
En conclusión, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la implicación de PGF2α 
y agonistas del receptor FP como el Fluprostenol en la inducción de genes dependientes 
del factor de transcripción NFAT, como COX-2 y RCAN-1, en cardiomiocitos. La inducción 
de estos genes tendría lugar a través de la activación de la ruta de activación de Ca2+/
calcineurina/NFAT. Esto se pone de manifiesto por el hecho de que agentes inductores 
de esta vía de forma independiente del receptor FP, como los ionóforos de Ca2+ junto con 
ésteres de forbol, promueven la inducción transcripcional de dichos genes, además de por 
el efecto inhibidor de la CsA. La activación de NFAT por agonistas del receptor FP o por 
TPA + ionóforos de Ca2+ participaría también de forma evidente en la inducción de ciertos 
genes marcadores hipertróficos como β-MHC y ANP.
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Figura 30. Efecto de los agonistas del receptor FP sobre la expresión de BNP en células 
H9c2 y en cardiomiocitos de rata. (A) Las células H9c2 fueron tratadas con PGF2α (1 μM), 
Ionomicina (0,5 μg/ml) o TPA + Ionomicina (15 ng/ml + 0,5 μg/ml) durante 4 horas o 24 horas, 
en presencia o ausencia de CsA (100 ng/ml). (B) Los cardiomiocitos de ratas neonatas fueron 
tratados con el agonista del FP Fluprostenol (1 μM), con Ionomicina (0,5 μg/ml) o con TPA + 
Ionomicina (15 ng/ml + 0,5 μg/ml) durante 24 horas, en presencia o ausencia de CsA. En todos 
los casos se analizó mediante RT-PCR cuantitativa a tiempo real la expresión del ARNm de BNP. 
Se muestran las gráficas de experimentos representativos, con los datos representados como 
veces de inducción ± SD con respecto al control, y corregidos por la expresión del ARNr 18S. 
(C) Los cardiomiocitos de ratas neonatas fueron transfectados con un plásmido que contiene la 
región promotora del gen BNP (BNP-luc), junto con el plásmido de expresión del receptor FP, 
tras lo cual fueron tratados con Fluprostenol o con TPA + Ionóforo (15 ng/ml + 0,5 μM) durante 4 
horas, en presencia o ausencia de CsA. La actividad luciferasa está representada como veces 
de inducción (RLUmuestra/RLUcontrol) ± SD (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 respecto al control; ### 
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1. Activación de la vía de señalización de Ca2+/Calcineurina/NFAT 
por PGF2α
El principal objetivo de esta tesis doctoral ha sido el estudio de las acciones de 
la PGF2α y de las vías de señalización implicadas en sus efectos, en diferentes modelos 
experimentales. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la activación de la vía de 
señalización Ca2+/calcineurina/NFAT tras la activación del receptor FP por sus ligandos, 
tanto en linfocitos T humanos como en cardiomiocitos de rata. 
Las acciones de la PGF2α tienen lugar principalmente a través de la unión al receptor 
FP, cuya expresión ha sido descrita en diversos tejidos como los ovarios (Sugimoto 
et al, 1994), en endometrio (Milne & Jabbour, 2003), en el sistema nervioso central 
(principalmente en la médula espinal) (Suzuki-Yamamoto et al, 2009), en tejidos renales 
(Saito et al, 2003) y oculares (Schlotzer-Schrehardt et al, 2002), así como en osteoblastos 
(Sarrazin et al, 2001) o adipocitos (Serrero & Lepak, 1997). Son varias las evidencias que 
permiten afirmar que las acciones ejercidas por la PGF2α en nuestros estudios tienen lugar 
a través del receptor FP. El estudio de la expresión de este receptor en células Jurkat y en 
cardiomiocitos y fibroblastos de ratas neonatas puso de manifiesto su presencia, aunque 
con diferentes niveles de expresión, en estos tipos celulares. Por otro lado, los efectos de 
análogos metabólicamente estables de la PGF2α con gran afinidad por el receptor FP como 
el Fluprostenol, fueron similares a los observados con la PGF2α. Es más, las acciones de 
estos agonistas fueron más evidentes tras la sobre-expresión del receptor FP, como en 
el caso de células Jurkat o H9c2. Aunque estos ligandos se unen al receptor FP con una 
afinidad 10 veces mayor que otros prostanoides no específicos, haciéndolos altamente 
selectivos para este receptor (Narumiya et al, 1999), estudiamos la posibilidad de que los 
efectos de los agonistas del FP tuvieran lugar a través de otros receptores de prostanoides 
como el EP1 y el EP4. Si bien observamos que la PGF2α era capaz de presentar efectos 
similares a los observados con el receptor FP en cuanto a la activación de NFAT, en células 
que sobre-expresaban el receptor EP1, fueron en cualquier caso sustancialmente menores, 
sólo se observaron a las dosis mayores (1 μM) de esta prostaglandina, y en ningún caso el 
agonista selectivo Fluprostenol produjo un efecto significativo. En suma, estos resultados 
validarían el papel del receptor FP en las acciones ejercidas tanto por la PGF2α como por el 
Fluprostenol en nuestros estudios.
El receptor FP pertenece a la familia de GPCRs, habiéndose descrito que se 
acopla principalmente a una proteína Gαq, activando la fosfolipasa C y dando lugar a la 
liberación de inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), con la consiguiente participación 
de segundos mensajeros como el Ca2+ y la activación de PKC (Milne & Jabbour, 2003). El 
receptor FP también es capaz de activar otras vías como la de la GTPasa Rho a través 
de la interacción con la proteína G12/13 (Pierce et al, 1999), o de activar la ruta de Raf/
MEK/MAP quinasa de una forma alternativa al acoplarse con la proteína Gi (Bos et al, 
2004; Melien et al, 1998; Ohmichi et al, 1997). Nuestros resultados indicarían que, tanto 
en linfocitos T como en cardiomiocitos, la señalización a través del FP tiene lugar mediante 
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la activación de una proteína Gαq, como se ha descrito en otros tipos celulares como los 
adipocitos (Liu & Clipstone, 2007) o las células de adenocarcinoma de endotelio (Wallace 
et al, 2011). El tratamiento con agonistas del FP indujo un incremento en la movilización 
de Ca2+ intracelular, tanto en las células Jurkat-FP como en cardiomiocitos, hecho que 
concuerda con resultados publicados en otros tipos celulares que relacionan la PGF2α con 
la señalización mediada por Ca2+ a través del acoplamiento del FP a  Gαq (Park et al, 2011; 
Skarra et al, 2011). 
Así mismo, se ha descrito que la estimulación del receptor FP por parte de la PGF2α 
desencadena cascadas de señalización que resultan en la activación de la vía de las 
MAPKs en distintos tipos celulares tales como en adenocarcinomas de endometrio (Chen 
et al, 1998; Sales et al, 2004) o en osteoclastos (Ahmed et al, 2003; Sabbieti et al, 2005). 
Nuestros resultados también indican una activación dependiente de PGF2α de ERK1/2 y de 
JNK en cardiomiocitos, como ya se describiera para p38 en este mismo tipo celular (Hara 
et al, 2008). 
Si bien se ha descrito en otros tipos celulares que la PGF2α induce la expresión de 
genes por activación de la MAPK ERK1/2, el papel de NFAT no siempre se ha asociado 
con la señalización a través de PGF2α – FP (Wallace et al, 2009). Nuestros resultados 
muestran que la señalización a través del receptor FP conlleva la activación de NFAT tanto 
en linfocitos T como en cardiomiocitos, como también se describiera en células epiteliales 
de adenocarcinoma de endometrio (Sales et al, 2009; Wallace et al, 2011). La relevancia 
de Gαq en la activación de NFAT por agonistas del FP se puso de manifiesto por los 
resultados que muestran la inducción de NFAT por PGF2α tras la sobreexpresión de Gαq, y 
el efecto sinérgico que se observó en células co-transfectadas con vectores de expresión 
del FP y la Gαq. Además del FP, la señalización a través de otros GPCRs acoplados a 
Gαq promueve la activación de NFAT en diversos tipos celulares. Algunos ejemplos que 
demuestran la señalización a través de receptores acoplados a la proteína Gαq capaces de 
inducir la transcripción mediada por NFAT son los receptores H1 de histamina presentes en 
células endoteliales de cordón umbilical (HUVEC) (Boss et al, 1998b) donde NFAT media la 
transcripción de citoquinas como la IL-8 implicadas en la extravasación de células linfoides 
al endotelio, los receptores de trombina y angiotensina II (Boss et al, 1998a) o los receptores 
de nucleótidos (Abbott et al, 2000) presentes en células de músculo liso vasculares, así 
como los receptores muscarínicos presentes tanto en células PC12 de origen neuronal 
como en células linfoides (Boss et al, 1996). En este sentido, los resultados obtenidos 
en células que sobre-expresan los receptores de prostanoides EP1 y EP4, muestran la 
inducción de la activación dependiente de NFAT tras la activación por PGE2 en el caso 
del receptor EP1, acoplado a Gαq, y no en el caso de EP4, asociado a una unidad Gαs 
(Alfranca et al, 2006; Hirata & Narumiya, 2012; Narumiya & FitzGerald, 2001).
La activación de GPCRs se regula, entre otras maneras, por la acción de quinasas 
de estos receptores como la GRK2 (Penela et al, 2010; Penela et al, 2003; Premont & 
Gainetdinov, 2007). Los resultados obtenidos en células que sobre-expresan cantidades 
crecientes, bien de una forma silvestre de GRK2 o bien de un mutante catalíticamente 
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inactivo de la misma (GRK2 K220R), muestran un efecto inhibidor sobre la señalización 
de Gαq medido por sus efectos negativos sobre la activación de NFAT. Si bien son 
necesarias cantidades mayores del mutante quinasa GRK2K220R que del GRK2 silvestre 
para producir este efecto inhibidor, estos resultados indicarían que la GRK2 regularía de 
forma negativa la señalización mediada por los agonistas del FP, tanto en presencia como 
en ausencia de actividad quinasa. En este sentido, se ha descrito que la GRK2 puede 
regular negativamente la señalización mediada por Gαq, tanto por la fosforilación directa 
de GPCRs y su desensibilización, como por la interacción y secuestro de Gαq, impidiendo 
su señalización a través de efectores asociados a la misma (Carman et al, 1999; Day et al, 
2003; Ribas et al, 2007).
La activación de NFAT viene medida por un aumento de Ca2+ intracelular y la 
consiguiente activación de la fosfatasa calcineurina, dependiente de Ca2+/calmodulina, la 
cual desfosforila el NFAT citoplásmico, lo que permite su paso al núcleo (Hogan et al, 2003; 
Li et al, 2011). El tratamiento con los agonistas del FP indujo la desfosforilación del factor 
de transcripción y su paso al núcleo en los tipos celulares estudiados. La participación de 
la calcineurina en la señalización mediada por el receptor FP se puso de manifiesto por el 
hecho de que la inducción de la activación de NFAT por los agonistas de este receptor fue 
inhibida con el tratamiento con CsA, inhibidor de la actividad fosfatasa de la calcineurina. 
Una vez en el núcleo, NFAT se une a elementos de respuesta en la región promotora 
de genes diana y, junto con la participación de otros factores de transcripción, regula su 
transcripción. Nuestros resultados muestran la inducción transcripcional dependiente de 
NFAT de diversos genes, tanto en células Jurkat como en cardiomiocitos.
2. Relevancia de las acciones de la PGF2α en linfocitos T
Existen numerosos estudios que relacionan los compuestos de la familia de los 
prostanoides con la regulación de la respuesta inmune y la activación de los linfocitos T (Li 
et al, 2013; Rocca & FitzGerald, 2002; Sreeramkumar et al, 2012). En el contexto de una 
respuesta inmune o de un proceso inflamatorio, estos prostanoides pueden ser originados 
por diversos tipos celulares implicados, incluyendo células del sistema inmune como los 
macrófagos. Es interesante destacar que los propios linfocitos T son capaces de producir 
prostanoides que serían capaces de participar en la regulación de la respuesta inmune 
(Tanaka et al, 2000). Sin embargo, poco se conoce sobre los efectos particulares de la 
PGF2α en este tipo celular, ya que las acciones de la PGF2α se han descrito principalmente 
en el sistema reproductor femenino (Kobayashi & Narumiya, 2002), aunque también juega 
un papel importante en otros procesos como la migración leucocitaria (de Menezes et al, 
2005), la función renal o la disfunción miocárdica (Ricciotti & FitzGerald, 2011). Resultados 
previos del laboratorio ponen de manifiesto la producción de niveles moderados de PGF2α 
por linfocitos T activados (Cacheiro-Llaguno, 2010). Estos estudios, realizados en linfocitos 
T primarios de humano, mostraban un efecto inductor en la expresión de citoquinas tras 
el tratamiento con agonistas del receptor FP como  la PGF2α o el Fluprostenol. Como 
mostramos en esta tesis doctoral, en células Jurkat estos efectos son más evidentes 
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cuando se sobreexpresa el receptor FP. En este trabajo completamos dichos estudios, 
analizando la capacidad de la PGF2α de regular la expresión génica en células T a través 
del incremento del calcio intracelular, de la activación de calcineurina y de la transcripción 
dependiente del factor de transcripción NFAT. Los datos obtenidos muestran un papel 
relevante del acoplamiento del FP a la proteína Gαq en la modulación de la expresión 
génica y de la activación del linfocito T por agonistas de este receptor. A este respecto, 
existen estudios que demuestran que la señalización a través de receptores acoplados 
a la proteína Gαq puede jugar un importante papel en la activación de linfocitos T y en la 
respuesta inmune (Boss et al, 1996; Cenciarelli et al, 1992; Kumar et al, 2006; Ngai et al, 
2008; Tsoukas et al, 2000).
En particular, nuestros resultados muestran que la PGF2α, en presencia del receptor 
FP, es capaz de promover la activación de NFAT, su translocación al núcleo, y la regulación 
de la expresión génica dependiente de NFAT en células Jurkat. En este tipo celular, 
los efectos producidos por la PGF2α sobre la activación de NFAT fueron comparables a 
nivel cualitativo, si bien menores en la mayor parte de los casos, a los promovidos por el 
tratamiento combinado con el Éster de Forbol TPA, junto con el ionóforo de Ca2+ A23187, 
estímulos que mimetizan la inducción de las vías de señalización que se produce en el 
proceso de activación del linfocito T tras la unión del antígeno al TCR (Iniguez et al, 1999; 
Truneh et al, 1985). De tal manera, al igual que la estimulación por TPA+Io, la PGF2α o el 
Fluprostenol, produjeron un aumento en la actividad transcripcional de genes como COX-2, 
IL-2 o RCAN-1, en cuya regulación NFAT juega un papel esencial (Iniguez et al, 2000; Oh 
et al, 2010; Walters et al, 2013).
En conjunto, los datos obtenidos acerca de las acciones de la PGF2α en células 
Jurkat indican un papel de esta prostaglandina  en el control de la activación de los linfocitos 
T, a través de la activación del receptor FP y su asociación con una proteína Gαq. Estos 
resultados aportan nuevas evidencias acerca del papel que la señalización a través de 
receptores acoplados a la proteína Gαq pueda jugar en la activación de linfocitos T y en la 
respuesta inmune. 
3. Relevancia de las acciones de la PGF2α en cardiomiocitos
Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de morbilidad 
y mortalidad en los países desarrollados, siendo la hipertrofia cardiaca un factor de riesgo 
predictivo de fallo cardiaco (Rohini et al, 2010). Si bien los prostanoides son capaces de 
regular funciones relevantes en el corazón (Beamish et al, 1985; Mendez & LaPointe, 2002; 
Takayama et al, 2005), existen pocos estudios acerca de la regulación de la expresión 
de los enzimas responsables de su producción en tejido cardiaco. En cardiomiocitos, 
parece haber una expresión constitutiva de COX-1, mientras que la expresión de COX-
2, ausente en el miocardio sano, se encuentra inducida en respuesta a isquemia y 
tras infarto de miocardio (Abbate et al, 2004; Shinmura et al, 2000; Wong et al, 1998). 
Estímulos inflamatorios como la IL-1β, el TNFα y el LPS son también capaces de inducir 
la expresión de COX-2 en cardiomiocitos (Degousee et al, 2006; Degousee et al, 2003; 
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Giannico et al, 2005; Grandel et al, 2000; Liu et al, 1996; Peng et al, 2005). La expresión 
de COX-2 también se ha visto incrementada en el corazón de pacientes con cardiopatía 
dilatada (Wong et al, 1998). Por otro lado, ciertos prostanoides parecen jugar un papel 
importante en la hipertrofia cardiaca. El crecimiento hipertrófico de los cardiomiocitos se 
inicia por factores endocrinos, paracrinos y autocrinos que estimulan una amplia variedad 
de receptores unidos a membrana, entre los que destacan aquellos unidos a proteínas G 
como los receptores de prostaglandinas (Frey & Olson, 2003). Tanto la PGE2 como la PGF2α 
se han visto involucradas en el fenómeno de hipertrofia cardiaca a través de sus acciones 
tras la unión a sus receptores en la membrana (Adams et al, 1998a; Kunapuli et al, 1998; 
Mendez & LaPointe, 2005). Dado que el uso de AINEs COX-2 selectivos incrementa el 
riesgo de daño cardiaco, ha crecido de forma notable el interés en el papel de la COX-2 
y de los prostanoides en la función cardiaca y su patología. Sin embargo, la función que 
ejerce la COX-2 en la fisiología y patología cardiaca es controvertida, de tal forma que se 
han descrito evidencias tanto a favor de un papel protector como en contra de este enzima 
en corazón en modelos experimentales (Abbate et al, 2004; Inserte et al, 2009; Streicher & 
Wang, 2008; Wang et al, 2009).
En el caso particular de la PGF2α, se ha descrito que ésta puede desempeñar 
un papel importante en el desarrollo de hipertrofia cardiaca, modulando la síntesis de 
proteínas y el crecimiento de los cardiomiocitos (Adams et al, 1996; Kunapuli et al, 1998; 
Lai et al, 1996). En este trabajo hemos comprobado que, la activación tras el tratamiento 
con agonistas del receptor FP, acoplado éste a Gαq, promueve la activación de  vías de 
señalización intracelulares que tienen como resultado la activación de MAPKs, así como la 
activación de la transcripción dependiente de NFAT. 
Los GPCRs activan varias rutas de señalización intracelular involucradas en la 
fisiopatología del fallo cardiaco (Adams et al, 1998b; Akhter et al, 1998; Esposito et al, 2002; 
Fan et al, 2005; Heineke & Molkentin, 2006). Entre éstas se incluye la vía de activación 
de MAPKs como ERK, JNK y p38, las cuales participan como intermediarios clave en la 
generación de hipertrofia cardiaca (Choukroun et al, 1998; Glennon et al, 1996; Sugden 
& Clerk, 1998). Nuestros resultados muestran un aumento de la fosforilación de ERK y 
de JNK en respuesta a ligandos del FP en células cardiacas, lo que confirma la potencial 
implicación de la PGF2α en el desarrollo de esta patología.
Además de las MAPKs, la activación de la vía de señalización de Ca2+/ Calcineurina/
NFAT ha sido ampliamente descrita como un mediador clave en el desarrollo de hipertrofia 
cardiaca (Bueno et al, 2002a; Bueno et al, 2002b; Molkentin et al, 1998). En esta tesis hemos 
analizado en detalle el papel de la PGF2α sobre la vía Calcineurina/NFAT en cardiomiocitos, 
poniendo de manifiesto la relación existente entre su activación por agonistas del receptor 
FP y sus implicaciones en la regulación la expresión génica en la hipertrofia. La activación 
de NFAT en cardiomiocitos fue dependiente de la presencia de receptor FP, de Gαq y de 
la actividad calcineurina como reflejan los experimentos de co-transfección con el receptor 
FP, la proteína Gαq y la inhibición de calcineurina con CsA. Es interesante reflejar el papel 
esencial del Ca2+ en estos procesos, observándose que, al igual que la activación de un 
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GPCR acoplado a Gαq como el FP, el tratamiento con ionóforos de Ca2+ es capaz de 
promover la activación de NFAT y la inducción de la transcripción dependiente de este 
factor de transcripción, tanto en la línea celular H9c2 como en cardiomiocitos neonatales 
de rata.
Los estudios con modelos transgénicos y knockouts específicos de las distintas 
isoformas de NFAT han puesto de manifiesto el papel diferencial que puede jugar cada 
una de las distintas isoformas de NFAT. Atendiendo a sus acciones en la fisiopatología 
cardiovascular, se ha descrito que la eliminación de NFATc1 es letal durante la fase 
embrionaria debido a defectos en la morfogénesis cardiaca y la formación de las válvulas 
(de la Pompa et al, 1998; Ranger et al, 1998). Por otro lado, se ha descrito que NFATc2 es 
necesario para el desarrollo de la hipertrofia dependiente de calcineurina (Bourajjaj et al, 
2008). Así mismo, mientras que los ratones carentes de NFATc3 experimentan un reducción 
significativa en el desarrollo de hipertrofia (Wilkins et al, 2002), en el caso de NFATc4, a 
pesar de que su sobreexpresión es suficiente para generar hipertrofia cardiaca (Molkentin 
et al, 1998), la pérdida de esta isoforma no compromete la habilidad del miocardio para 
desarrollar un crecimiento hipertrófico (van Rooij et al, 2002; Wilkins et al, 2002).
El análisis de la expresión de las diferentes isoformas de NFATc1-c4 en nuestros 
modelos celulares, reveló una expresión diferencial de las mismas en células cardiacas, 
con un papel relevante de las isoformas NFATc3 y NFATc4 (Bourajjaj et al, 2008; Pu et 
al, 2003; van Rooij et al, 2002). Tanto la PGF2α como el Fluprostenol fueron capaces de 
inducir la desfosforilación de NFATc3 y NFATc4, y su translocación al núcleo. Si bien en el 
caso de NFATc3 no se observó una translocación al núcleo estadísticamente significativa, 
el tratamiento con PGF2α, Ionomicina y TPA + Ionomicina eliminaron su presencia en 
el citoplasma de células H9c2, a pesar de ser una isoforma altamente influenciada por 
procesos de exportación nuclear (Rinne & Blatter, 2010; Rinne et al, 2010)
Nuestros resultados definen una ruta intracelular para la inducción de la hipertrofia 
cardiaca por PGF2α que une la señalización por Ca
2+ en el citoplasma con cambios en 
la expresión de genes dependientes de NFAT como COX-2, RCAN-1, β-MHC o ANP en 
cardiomiocitos. 
El tratamiento con agonistas del receptor FP, al igual que la combinación de TPA 
+ Ionóforo de Ca2+ indujo la expresión temprana de COX-2 en cardiomiocitos. Evidencias 
cada vez más numerosas demuestran que COX-2 juega un papel importante en las 
enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis (Cipollone et al, 2008), el infarto y 
la isquemia miocárdica (Ferdinandy et al, 2007), así como el fallo cardiaco (Delgado et al, 
2004). Los primeros estudios mostraban que COX-2 se expresaba abundantemente en el 
corazón infartado de humanos (Wong et al, 1998). El desarrollo de ratones transgénicos 
que sobre-expresan COX-2 en corazón ha permitido demostrar que la inducción in vivo 
de COX-2 es suficiente para inducir una hipertrofia compensatoria y un remodelamiento 
cardiaco (Streicher et al, 2010). Por otro lado, los inhibidores selectivos de COX-2 rofecoxib 
y celecoxib pueden atenuar la hipertrofia y la fibrosis inducida por angiotensina II y 
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aldosterona (Wang et al, 2010; Wu et al, 2005). Todos estos datos sugieren que la COX-2 
podría ser un factor importante en el desarrollo de hipertrofia cardiaca. 
Dependiendo del estímulo y del tipo celular, la expresión de COX-2 se encuentra 
regulada por diferentes factores de transcripción, incluyendo CREBP, AP-1, C/EBP, NF-
κB, y NFAT, entre otros (Íñiguez et al., 2000; Tanabe y Tohnai, 2002; Vila-del Sol y Fresno, 
2005). La implicación de NFAT en la regulación de COX-2 ha sido demostrada en linfocitos 
T, células de carcinoma de colon y en células del endotelio vascular entre otros tipos 
celulares (Duque et al., 2005; Hernández et al., 2001; Íñiguez et al., 2000). Los resultados 
obtenidos en esta tesis doctoral muestran el papel de NFAT en la regulación de COX-2 en 
cardiomiocitos en respuesta a la activación de la vía de señalización de Ca2+/calcineurina 
ya fuera por agonistas del receptor FP o por el tratamiento con ionóforos de Ca2+ en 
combinación con TPA. En la inducción transcripcional de COX-2 participan los sitios NFAT 
distal y proximal previamente descritos en la región promotora del gen COX-2 (Iniguez 
et al, 2000). El aumento en los niveles de COX-2 se corresponde con un incremento en 
la producción de prostanoides como la PGE2 o la propia PGF2α que podrían ejercer una 
acción autocrina sobre los cardiomiocitos.
RCAN1.4. es otro de los genes expresados en cardiomiocitos y dependientes de 
NFAT que se vieron inducidos en respuesta a agonistas del FP. RCAN es una familia de 
proteínas formada por tres miembros que regulan la actividad de la fosfatasa calcineurina. 
RCAN1 es el miembro más abundante y mejor caracterizado hasta el momento. Su gen 
puede transcribirse en cuatro isoformas diferentes. La transcripción de las isoformas 
RCAN1.1-3 está controlada por el mismo promotor localizado en el extremos 5’ del gen, sin 
embargo, la transcripción de la isoforma RCAN1.4 está controlada por un promotor interno 
localizado en el intrón 3. A nivel de proteína se han detectado y estudiado principalmente las 
isoformas RCAN1.1 y RCAN1.4. Mientras que RCAN1.1 es un gen de expresión constitutiva, 
RCAN1.4 es un gen inducible cuyo promotor está regulado a través de la vía de señalización 
de Ca2+/ Calcineurina/NFAT, con al menos 15 sitios de unión de este factor (Davies et al, 
2007). Por lo tanto, la expresión de RCAN1.4 supone un mecanismo de autorregulación 
por retroalimentación negativa de la ruta de señalización de Calcineurina/NFAT. Se ha 
implicado a RCAN1 en importantes procesos fisiopatológicos como la angiogénensis y 
el crecimiento tumoral, la memoria y la plasticidad sináptica o la función de mastocitos y 
células T (Baek et al, 2009; Canellada et al, 2008; Harris et al, 2005; Hoeffer et al, 2007; 
Ryeom et al, 2008; Yang et al, 2009), así como en patologías cardiovasculares como la 
aterosclerosis (Esteban et al, 2011; Mendez-Barbero et al, 2013) o la hipertrofia cardiaca. 
En el caso de la hipertrofia, se han llevado a cabo tanto ensayos de sobreexpresión de 
RCAN1 (Rothermel et al, 2001) como de modelos knockout RCAN1-/- (Vega et al, 2003) 
que muestran el papel de RCAN1 en la prevención de hipertrofia cardiaca inducida por 
Calcineurina. Se ha propuesto que, al interaccionar e inhibir a la Calcineurina, RCAN1 
puede prevenir la translocación de NFAT al núcleo y evitar sus funciones en la inducción 
transcripcional, previniendo así la hipertrofia (Harris et al, 2005). Nuestros resultados 
muestran la implicación de NFAT en la regulación de RCAN1 por el tratamiento tanto con 
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agonistas del receptor FP como con el tratamiento combinado de ionóforos de Ca2+ con 
TPA.
Otro de los genes cuya expresión se encuentra regulada por PGF2α en nuestros 
estudios es el gen de la cadena pesada de la miosina (β-MHC o Myh7). Los cambios en 
la proporción de las isoformas cardiacas de la cadena pesada de la miosina parecen estar 
relacionados directamente con la velocidad de contracción del corazón (Swynghedauw, 
1986). La regulación transcripcional de las isoformas α-MHC y β-MHC a lo largo del 
desarrollo está regulada de forma coordinada por la hormona tiroidea, de manera que su 
unión a un elemento de respuesta TRE (thyroid hormone-responsive element) localizado 
en el promotor proximal del gen de la α-MHC (Myh6) regula positivamente su expresión 
tras el nacimiento, mientras que el TRE del gen de la β-MHC regula de forma negativa la 
expresión de este gen (Kuwahara et al, 2012). En condiciones patológicas del corazón sin 
embargo, la expresión de β-MHC parece estar regulada en parte por la acción conjunta 
de los factores de transcripción NFAT y GATA4, que estimulan la expresión del gen Myh7 
al unirse a su región promotora (Kuwahara et al, 2006; Molkentin et al, 1998). Nuestros 
datos indican al menos un papel de NFAT en la regulación de la expresión de β-MHC tras 
la estimulación tanto con agonistas del FP como con ionóforos de Ca2+ activadores de la 
vía de Calcineurina/NFAT. La inducción de esta isoforma, menos eficiente en su actividad 
ATPasa, es uno de los eventos que se utiliza como marcador de hipertrofia. 
Por otro lado, los resultados obtenidos acerca de la expresión de los genes de 
los péptidos natriuréticos ANP y BNP en cardiomiocitos muestran diferencias esenciales 
en cuanto a su regulación por agonistas del receptor FP. La inducción de la expresión 
de estos genes genes es considerada como un marcador de hipertrofia cardiaca (Rohini 
et al, 2010). Nuestros resultados muestran tanto una inducción de la expresión de ANP 
como su activación transcripcional tras el tratamiento con los agonistas del receptor FP 
a través de la vía de Calcineurina/NFAT. Diversos estudios han puesto de manifiesto la 
contribución de varios factores de transcripción en la regulación transcripcional de ANP 
en células cardiacas como SRF, NKX2.5, Tbx5, GATA4/6, MEF2C o Zfp260, (Nishikimi 
et al, 2011). Además, fuera de la región proximal existen otras secuencias que regulan la 
inducción de ANP, como son los elementos NRSE (neuron-restrictive silencer element), 
HRE (hypoxia-response element) y GRE (glucocorticoid responsive element) (Houweling et 
al, 2005; Kuwahara et al, 2003). También existe un sitio conservado de unión para NFAT en 
el promotor de ANP, al que se ha descrito que la isoforma NFATc4 se une tras el tratamiento 
con leptina (Mascareno et al, 2009).
En el caso de BNP, los resultados obtenidos indicarían que, si bien su expresión se 
induce por el tratamiento con TPA+Io, no cambia de forma notable en respuesta a PGF2α 
ni se ve reducido en ningún caso de forma significativa por CsA. Para BNP, en humanos, 
se han identificado elementos de unión a factores de transcripción como los sitios GATA, 
M-CAT y AP-1/CRE, que están conservados en humanos, ratas y ratones (Kuwahara & 
Nakao, 2010). Otros elementos localizados en regiones más distales del promotor incluyen 
elementos NRSE, SSRE (shear stress-responsive elements), TRE o NFAT (Nishikimi et al, 
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2011). A su vez, se ha descrito que NFATc4 y GATA4 activan sinérgicamente el gen BNP en 
cardiomiocitos (Molkentin et al, 1998; van Rooij et al, 2002). De tal manera, si bien nuestros 
resultados indicarían que la PGF2α es capaz de promover la activación de NFATc4, no 
tenemos constancia del efecto de ésta sobre GATA4, lo que sugeriría que este efecto sería 
insuficiente para la activación de BNP. La inducción de BNP por el tratamiento combinado 
con TPA +Ion se podría explicar por el hecho de que este estímulo activaría tanto NFAT, a 
través de la señalización por Ca2+, como GATA4, mediante la activación de PKC (Wang et 
al, 2005). 
En resumen, los resultados obtenidos acerca del efecto de los ligandos agonistas del 
receptor FP en cardiomiocitos, permiten afirmar que la activación de la vía de señalización 
de Ca2+/Calcineurina a través de Gαq produce un incremento en la inducción de la expresión 
de genes dependientes de NFAT, entre los que se encuentran COX-2, ANP y MyH7, con 
importantes implicaciones en la fisiología cardiaca y en particular en el desarrollo de la 
patología hipertrófica (Figura D1).
de la expresión de genes de respuesta hipertróficos. Por otro lado, los agonistas del receptor FP 
son capaces de, a través del IP3, inducir la liberación de Ca2+ al citoplasma y activar la fosfatasa 
sensible a ciclosporina (CsA) Calcineurina, que desfosforila a NFAT permitiendo la entrada 
de este factor de transcripción al núcleo y la activación transcripcional de genes de respuesta 
hipertróficos. La señalización por agonistas del FP se puede simular utilizando ionóforos de 
Ca2+ y activadores de la PKC como el TPA.
Fig. D1: Modelo de señalización 
de la PGF2α en hipertrofia cardíaca 
patológica. Los agonistas del receptor 
FP desencadenan la activación de una 
proteína Gαq. El efector clásico de los 
GPCRs acoplaos a proteínas Gαq en 
corazón es la fosfolipasa C-β (PLC-β), 
responsable de la hidrólisis y liberación 
de los segundos mensajeros inositol-3-
fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El 
DAG formado facilita la activación de 
la proteína quinasa C (PKC) que a su 
vez activa las quinasas de proteínas 
activadas por mitógenos (MAPKs). Los 
agonistas del FP activan al menos ERK 
y JNK. Las distintas MAPKs tienen 
diferente grado de implicación en la 
hipertrofia cardiaca, activando distintos 
factores de transcripción responsables 
Genes de respuesta hipertróficos 
TF 
Gq   
PIP2 DAG 
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1. Los agonistas del receptor FP, como la PGF2α o el Fluprostenol, inducen la acti-
vación de la ruta de señalización de Calcio/Calcineurina/NFAT en la línea celular 
humana tipo T Jurkat, así como en cardiomiocitos de ratas neonatas y en la línea 
celular H9c2 de mioblastos de rata.
2. La activación del factor de transcripción NFAT por PGF2α o Fluprostenol en estas 
células está mediada por la señalización de estos agonistas a través del receptor 
FP, el cual se acopla a una proteína Gαq.
3. El tratamiento con agonistas del receptor FP promueve la translocación de NFATc2 
al núcleo en células Jurkat.
4. La activación de NFAT en células Jurkat por los agonistas del receptor FP induce 
la transcripción de genes implicados en la activación del linfocito T como la IL-2, en 
inflamación como COX-2, o en la propia regulación del factor de transcripción NFAT 
como RCAN-1.
5. El tratamiento con agonistas del receptor FP induce hipertrofia en cardiomiocitos 
primarios de ratas neonatas.
6. Tanto la PGF2α como el Fluprostenol promueven la desfosforilación y translocación 
al núcleo de NFATc3 y NFATc4, así como la actividad transcripcional mediada por 
NFAT, tanto en células H9c2 como en cardiomiocitos primarios.
7. La activación de NFAT por agonstas del receptor FP en cardiomiocitos induce la 
expresión de genes tales como COX-2, RCAN-1 y marcadores hipertróficos como 
la cadena pesada de la miosina (β-MHC) o el péptido natriurético ANP y, en menor 
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